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Abstract

Brown rot is the main fungal disease affecting stone fruit crops worldwide. It is
caused by fungi of the genus Monilinia, which are a filamentous fungi from the
Sclerotiniaceae family with a necrotrophic lifestyle. They employ a number of
virulence factors to penetrate the plant cell wall and membranes. The development
of brown rot is controlled by environmental factors and the maturity stage of the
host. In recent years, lighting conditions are gaining relevance as an
environmental factor that can modify the course of development of the disease

caused by Monilinia spp.

The aim of this thesis is to study how different wavelengths and photoperiods affect
the host-pathogen-environment interaction. For this purpose, molecular and
bioinformatics techniques were used to identify the photoinducible genes, as well
as those coding for virulence factors and photoreceptors in each Monilinia species.
Growth assays were performed on different synthetic liquid media in addition to
infection assays on fruit to quantify the effect of different wavelengths and
photoperiods on fungal growth, disease development, and fungal transcriptional

response.

The three Monilinia species encode a very similar set of CAZymes in their
respective genomes. A total of 414, 398, and 383 CAZymes were identified in the
genomes of M. fructicola 38C, M. laxa 8L, and M. fructigena Mgena6, respectively.
In addition, two genes coding for NEP1-like toxins were found in the genomes of
the three Monilinia species. Red and blue lights caused an increase in the
transcriptional activity of M. fructicola 38C virulence factors during the first hours
of the infection process on nectarine, which was accompanied by a reduction of the
latency period of the disease. In the case of M. laxa 8L, fewer genes also
experienced photoinduction by red light. In M. fructigena Mgena6 photoinduction
was residual, while some virulence factors saw their gene expression levels
increased under dark conditions. No light-caused differences in the development
of disease symptoms under our experimental conditions were observed in either M.
laxa or M. fructigena. On the other hand, M. fructicola 38C showed differences in
gene expression levels of CAZymes and Mfenep2when grown on different synthetic

culture media and on fruit.

There are differences in daily growth rate and sporulation at the species level when

the fungus is grown on solid medium and illuminated by different types of light
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and photoperiods. Red light produced an increase in the daily growth rate in M.
fructicola 38C, while all other wavelengths reduced it. M. fructigena Mgena6
showed a reduction in growth rate in response to all wavelengths under a short
photoperiod, while under a long photoperiod white, green and near ultraviolet
lights reduced it significantly. All three Monilinia species have in their genome
information to encode the same set of photoreceptor proteins. This set is composed

of three phytochromes, two cryptochromes, three LOVs, and two rhodopsins.

This thesis shows the existence of mechanisms that allow differential regulation
by light of disease development and virulence factors in each species. Despite
having identical photoreceptor machinery, we observed differences in light-
responsive behavior among the three Monilinia species, including an increase in
the rate of appearance of brown rot symptoms by M. fructicola 38C and increased

transcriptional activity of several virulence factors.
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Resumen

La podredumbre parda es una de las principales enfermedades fingicas que afecta
al cultivo de fruta de hueso en todo el mundo. Esta causada por hongos del género
Monilinia de la familia Sclerotiniaceae, con un estilo de vida necrotrofo, que emplea
una serie de factores de virulencia para atravesar la pared y membranas celulares
vegetales y causar la muerte de éstas para alimentarse de su contenido. El
desarrollo de la podredumbre parda esta controlado por factores ambientales y el
estado de maduracion del huésped. En los ultimos anos las condiciones de
1luminacién estan cobrando relevancia como factor ambiental que puede alterar el

desarrollo de la enfermedad causada por Monilinia spp.

Esta tesis se plantean cuatro objetivos para estudiar como afectan distintas
longitudes de onda y fotoperiodos a la interacciéon huésped-patdégeno-ambiente.
Para ello, se usaron técnicas moleculares y bioinformaticas para identificar los
genes fotoinducibles, asi como los codificantes para factores de virulencia y
fotorreceptores en cada especie de Monilinia. Se realizaron ensayos de crecimiento
sobre distintos medios liquidos sintéticos ademas de ensayos de infeccion sobre
nectarina para poder cuantificar el efecto de distintas longitudes de onda y
fotoperiodos en el crecimiento del hongo, desarrollo de la enfermedad, y en la

respuesta transcripcional del hongo.

Las tres especies de Monilinia codifican en sus respectivos genomas un set de
CAZymes muy similar. Se identificaron un total de 414, 398 y 383 CAZymes en los
genomas de M. fructicola 38C, M. laxa 8L y M. fructigena Mgenab,
respectivamente. Ademas, en el genoma de las tres especies de Monilinia se
localizan dos genes codificantes para toxinas NEP1-like. Las luces roja y azul
provocaron un aumento en la actividad transcripcional de los genes Mfepmes3,
MfepmeZ2, Mfepgl, Mfecell, Mfepnll, Mfepnl2 v Mfecnep2 en M. fructicola 38C
durante las primeras horas del proceso de infecciéon sobre nectarina, lo cual vino
acompanado por una reduccién del periodo de latencia de la enfermedad. En el caso
de M. Jlaxa 8L, una menor cantidad de genes también experimentaron
fotoinduccion por luz roja. En M. fructigena Mgena6 la fotoinduccion fue residual,
mientras que algunos factores de virulencia vieron sus niveles de expresién génica
aumentados en condiciones de oscuridad. No se observaron diferencias causadas
por luz en el desarrollo de sintomas de la enfermedad en M. laxa ni M. fructigena.
Por otro lado, M. fructicola 38C mostré diferencias en los niveles de expresion
génica de CAZymes y MfcnepZ al crecer sobre distintos medios de cultivo sintético

y sobre fruta.
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Existen diferencias en la tasa de crecimiento diario y esporulaciéon a nivel de
especie cuando el hongo crece sobre medio sélido y es iluminado por diferentes tipos
de luz y fotoperiodos. La luz roja produjo un aumento en la tasa de crecimiento
diario en M. fructicola 38C, mientras que el resto de longitudes de onda la
redujeron. M. fructicena Mgena6 mostré una reducciéon de la velocidad de
crecimiento en respuesta a todas las longitudes de onda bajo un fotoperiodo corto,
mientras que en el fotoperiodo largo las luces blanca, verde y ultravioleta cercano
la redujeron de forma significativa. Las tres especies de Monilinia tienen en su
genoma informaciéon para codificar proteinas fotorreceptoras. Esta bateria esta
compuesta por tres fitocromos, dos criptocromos, tres proteinas LOVs, y dos

rodopsinas.

Esta tesis muestra la existencia de mecanismos que permiten la regulacién
diferencial por luz del desarrollo de la enfermedad y los factores de virulencia en
cada especie. A pesar de contar con una maquinaria fotorreceptora idéntica,
observamos diferencias en el comportamiento en respuesta a luz entre las tres
especies de Monilinia, entre las que se incluyen un aumento en la velocidad de
aparicion de sintomas de podredumbre parda por parte de M. fructicola 38C y el

aumento de actividad transcripcional de una serie de factores de virulencia.
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1. Introduccion

1.1. Podredumbre parda causada por Monilinia spp. en Prunus

persica

La podredumbre parda, causada por hongos del género Monilinia spp., es una
enfermedad vegetal que principalmente afecta al cultivo de arboles frutales del
género Prunus, dentro de la familia Rosaceae, conocidos comtinmente como fruta
de hueso (Byrde y Willetts, 1977). Dentro de este cultivo aparecen especies como el
melocotén o nectarina (P, persica o P. persica var. nucipersica), el albaricoque (P,
armeniaca), la cereza o guinda (P. avium o P. cerasus), la ciruela (P. domestica) o
la almendra (P. dulcis var. dulcis), ademas de una gran cantidad de hibridos y
variedades comerciales. Todos son drupas, frutos carnosos con una tnica semilla
rodeada por un pericarpio, salvo la almendra, que se trata de un fruto seco con una
sola semilla. La podredumbre parda en menor medida también puede causar dafios
en el cultivo de fruta de pepita como manzana, pera o membrillo (Grabke et al.,
2011; Poniatowska et al., 2013).

1.2. Prunus persica

El melocotéon y la nectarina son las especies de fruta de hueso con mayor
contribucién a la produccién final agraria de fruta dulce en Espafia (29%), con una
produccién anual de 1.354.417 Tm, de las que mas del 20% se exportan (MAPA,
2023). El melocotonero y la nectarina ocupan en Espafia una superficie de 49.868
ha y 30.442 ha, respectivamente. Se distribuye por todo el territorio nacional,
aunque la produccién se centra principalmente en Catalufia (450.913 Tm), Aragén
(439.429 Tm), Murcia (341.467 Tm), Extremadura (256.950 Tm) y Andalucia
(81.264 Tm) (MAPA, 2023). La mayor produccién se localiza en el Valle del Ebro
donde se producen 890.342 Tm, especialmente en las provincias de Lleida, Huesca

y Zaragoza.

El fruto del melocoton/nectarina se desarrolla desde un solo ovario que madura
tanto en un exterior carnoso comestible como en la semilla interior, dura y no

comestible. El pericarpio esta diferenciado en tres capas: el endocarpio, que esta
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fuertemente lignificado y rodea la semilla; el mesocarpio, que es la parte carnosa y

comestible del fruto; y el exocarpio o piel (figura 1.1) (Dardick & Callahan, 2014;
Rodriguez et al., 2019).

Semilla

Endocarpio

Mesocarpio |- Pericarpio

Exocarpio

Figura 1.1. Estructura bésica de un fruto de melocotén, tipo drupa (Modificado de

https://biology4isc.weebly.com/seeds-and-fruits.html).

El mesocarpio esta formado por las células de parénquima que tienen un
protoplasto activo, donde se producen todas las reacciones metabdlicas, y una
pared celular con gran contenido en pectina, aunque la composicién y estructura
exactas de la pared celular del fruto dependen del estado madurativo de éste

(Muramatsu et al., 2004).

El exocarpio esta estructurado en una o dos capas de células hipodérmicas seguido
por tres a cuatro capas desorganizadas y multiseriadas de células epidérmicas, y
éstas, cubiertas por una cuticula (Fernandez et al., 2011). La cuticula estd
compuesta por un poliéster insoluble llamado cutina, y ceras, que pueden ser tanto
integrales en la cuticula (intracuticular) como depositadas (epicuticular) sobre la

superficie de la misma (Fernindez et al., 2011). La cuticula cumple funciones como
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la impermeabilizacién y la protecciéon frente a microorganismos patdgenos y
ataques de insectos (Lanza & Di Serio, 2015). Ademas de la barrera fisica que
presenta la cuticula, el exocarpo juega un papel importante en la defensa del fruto
estableciendo barreras quimicas, entre las que se incluyen la biosintesis de
flavonoides, el estrés oxidativo y la activacién de defensas por reconocimiento de

patrones moleculares o efectores (Cerri & Reale, 2020).

1.3. Podredumbre parda

La podredumbre parda causada por Monilinia spp. es una de las principales
enfermedades del melocotén y nectarina en Espafa, estando presente en todas las
zonas de cultivo (De Cal & Melgarejo, 2000). El género Monilinia spp. infecta las
células vegetales de diversas partes del melocotonero para obtener nutrientes,
generando asi una gran variedad de sintomas como la marchitez en flores, brotes
y yemas, chancros en las ramas y, sobre todo, podredumbre en los frutos (figura
1.2) (De Cal & Melgarejo, 2000). Los frutos pueden ser atacados en cualquier fase
de su desarrollo, siendo mas vulnerables a medida que se acercan a la madurez
(Garcia-Benitez et al., 2017b; Xu et al., 2007). En condiciones propicias, los
sintomas iniciales de podredumbre aparecen entre 48 y 72 horas después de la
infeccién (Byrde & Willetts, 1977). Las primeras sefiales en el fruto son pequeiias

manchas marrones y, en ocasiones, decoloracion de la cuticula, que rapidamente

progresan hacia la podredumbre.

Figura 1.2. Podredumbre en frutos de melocoton en el suelo (A) y en frutos momificados en el 4rbol (B), causada
por Monilinia spp. Fotografias facilitadas por (A) el Departamento de Postcosecha del IRTA-Lleida y (B) el
Grupo de Hongos Fitopatdgenos del Departamento de Proteccion Vegetal CSIC-INIA.
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El micelio de Monilinia spp. se desarrolla rapidamente dentro y en la superficie del
fruto, degradando la cuticula y la epidermis a las 24 h de la infeccion, produciendo
el colapso gradual de las células epidérmicas después de 48 h y posteriormente
expandiéndose a través de la subepidermis trascurridas 72 h desde la infeccion
(figura 1.3) (Garcia-Benitez et al., 2016). El micelio del hongo terminara por cubrir
toda la superficie del fruto y producir nuevas conidias, que pueden provocar nuevas
infecciones al ser dispersadas por accion tanto del aire, como del agua de lluvia, o
ser trasladadas por insectos a otros frutos o bien por contacto directo entre frutos
cercanos (Bannon et al., 2009; Michailides & Morgan, 1997). Tras la cosecha, los
frutos con sintomas de podredumbre no suelen desprenderse del pedianculo, por lo
que permanecen en el arbol, donde se deshidratan y se convierten en las

denominadas momias, las cuales son caracteristicas de la enfermedad.

Figura 1.3. Detalle al microscopio éptico del proceso de infeccién por Monilinia de una nectarina. (A) a las 24 horas
de la inoculacién, el micelio se encuentra préximo al estoma del fruto, (B) a las 48 horas el micelio coloniza el
estoma, (C) a las 72 horas el micelio se extiende por la epidermis y parte del mesocarpio y (D) a las 96 horas
el micelio coloniza totalmente el mesocarpio del fruto. Adaptado de Garcia-Benitez et al. (2016). Células del

hongo tenidas de rojo con Safranin O-fast Green Stain.

La podredumbre parda del melocotén ocurre de forma rutinaria en precosecha y en

todas las etapas del proceso de manejo postcosecha, afectando predominantemente
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a variedades tardias que, bajo condiciones meteoroldgicas favorables al desarrollo
de la enfermedad, acumulan pérdidas por podredumbre de hasta el 80% de la
produccién (Larena et al., 2005; Usall et al., 2015). Estas pérdidas pueden llegar a
suponer, en precio medio percibido por el agricultor, una cantidad anual de 776,88
millones de euros sélo en el cultivo de melocotones y nectarinas (MAPA, 2023).
Ademas, es posible que se produzcan pérdidas adicionales en postcosecha debido a
infecciones latentes, infecciones que se producen en el campo y no manifiestan
sintomas hasta que las condiciones climaticas o de madurez del fruto sean
favorables al desarrollo de la enfermedad. La incidencia de dichas infecciones
latentes suele oscilar entre el 0% y el 30% de la podredumbre, aunque puede llegar
incluso al 50% en postcosecha (Garcia-Benitez et al., 2017a). En la mayoria de los
casos, las infecciones latentes no desarrollan sintomas visibles hasta que el fruto
llega al supermercado o a los consumidores, lo que conlleva pérdidas econdémicas

adicionales debido a la pérdida de confianza de los mismos.

1.4. Agentes causales de la podredumbre parda

1.4.1. Identificacion y distribucion

El género Monilinia spp. esta incluido dentro de la familia Sclerotiniaceae, en la
clase Leotiomycetes, subfilum Pezizomycotina, dentro del filum Ascomycota
(Byrde & Willetts, 1977). Hay descritas seis especies capaces de producir
podredumbre parda en fruta de hueso a nivel mundial. Estas son M. fructicola, M.
laxa, M. fructigena, M. polystroma, M. numecola y M. yunnanesis (Wang et al.,
2018), aunque las principales causantes de la enfermedad en huertos espaifioles
son M. laxa, M. fructigenay, desde su introduccién en 2006, M. fructicola (De Cal
et al., 2009).

Aunque existen diferencias morfolégicas entre las principales especies causantes
de podredumbre parda en fruta de hueso en Espana, es dificil su diferenciacién
observando sélo los sintomas de la enfermedad. Para la identificacién de las
especies de Monilinia ha recurrido tradicionalmente a técnicas conjuntas basadas
en la tasa de crecimiento diferencial bajo luz ultravioleta y la distancia en la
ramificacién del tubo germinativo de la conidia (De Cal & Melgarejo, 1999).
También analizando la morfologia y el color del micelio en cultivo de agar patata
dextrosa (Potato Dextrose Agar, PDA), ademés de la presencia de esclerocios sobre

la colonia (Villarino et al., 2016). M. fructicola presenta mayor produccién de
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esclerocios y una tasa de crecimiento y esporulacion mas elevada que M. laxay M.
fructigena (Villarino et al., 2016). Por otra parte, M. laxa presenta 16bulos en los
margenes de crecimiento en las colonias y menor longitud de tubos germinativos y

entre las ramificaciones de estos (De Cal & Melgarejo, 1999).

La identificaciéon de Monilinia spp. usando una combinaciéon de caracteristicas
morfolégicas es posible, pero debido a que la mayoria son cuantitativas y existe
cierto solapamiento entre especies, los métodos clasicos son insuficientes para un
diagnéstico rapido y correcto de muchas cepas (PM 7/18 (3) Monilinia fructicola,
2020). Por lo tanto, es recomendable recurrir a técnicas moleculares basadas en la
reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain Reaction, PCR) para su
identificacién rapida y segura (Gell et al., 2007). La Organizacién Europea y
Mediterranea para la Proteccién Vegetal (EPPO) ofrece un diagrama de flujo para
la identificacion de Monilinia spp., que combina técnicas tradicionales con
resultados positivos de PCR convencional o gPCR (PM 7/18 (3) Monilinia fructicola,
2020). También se han desarrollado técnicas basadas en qPCR que permiten la
deteccién e identificacién de las especies de Monilinia en infecciones latentes
(Garcia-Benitez et al., 2017a). Actualmente se cuenta con secuencias genémicas
para las principales especies de Monilinia causantes de podredumbre parda en
Espafia, por lo que la clasificacién puede realizarse a nivel génico (De Miccolis
Angelini et al., 2018; Naranjo-Ortiz et al., 2018; Vilanova et al., 2021).

El género Monilinia tiene una distribucién cosmopolita, aunque no todas las
especies estan presentes en todas las zonas de los frutales de hueso. A principios
de siglo, M. laxa estaba presente en Estados Unidos y fue la primera especie
identificada como causante de la enfermedad en Europa (Byrde & Willetts, 1977;
De Miccolis Angelini et al., 2022). M. fructigena también estd distribuida por
Europa, Asia, el norte de Africa y algunas regiones de Sudamérica, pero es un
patégeno de cuarentena en Canada, Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda
(De Miccolis Angelini et al., 2022). M. fructicola fue identificada por primera vez
en el continente americano, Australia y Nueva Zelanda (EPPO & CABI, 1997). En
2001 se reportd por primera vez la aparicion de M. fructicola en Europa en Francia
(Lichou et al., 2002), posteriormente se detect en Republica Checa (Duchoslavova
et al., 2007), en Espana en 2006 (De Cal et al., 2009), Italia (Pellegrino et al., 2009),
Eslovenia (Munda & Marn, 2010), Alemania (Grabke et al., 2011), Serbia (Hrustié
et al., 2013), Turquia (Uysal et al., 2019), Hungria (Petréczy & Palkovics, 2006),
Suiza (Bosshard et al., 2006), Reptblica de Eslovaquia (Ondejkova et al., 2010),
Bulgaria (Bobev et al., 2020), y Montenegro (Latinovié et al., 2017). Desde 2016,
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M. fructicola ha aumentado su frecuencia en los huertos comerciales espanoles,
llegando al mismo nivel que M. laxa, y desplazando a M. fructigena, que no se ha

vuelto a aislar sobre melocotones en el Valle del Ebro (Villarino et al., 2016).

1.4.2. Morfologia y ciclo de vida del patégeno

En medio de cultivo, Monilinia spp. presenta un micelio hialino, que con el paso
del tiempo acumula melanina en una capa estromaética irregular y oscura (De Cal
& Melgarejo, 1994). Las esporas asexuales, o macroconidias son la principal fuente
de inéculo, presentan forma de limén (figura 1.4) y unas dimensiones entre 6-11
pum de ancho y 15-21 pm de largo que pueden variar debido a las condiciones
ambientales (Tian & Bertolini, 1999). Ademdas, Monilinia spp. también puede
producir microconidias, con un diametro de 2 pm. Las microconidias se forman en
conidi6foros con forma de botella llamados fidlidas, agrupados en pseudopicnidios
(Byrde & Willetts, 1977). Estas microconidias no germinan, poseen mitocondrias y

un tnico ntcleo (Zubieta 2022. TFM), y son metabélicamente activas (Lee et al.,

2010), pudiendo tener una funcién espermadtida en la formacién de apotecios
(Byrde & Willetts, 1977).

Figura 1.4. Detalle al microscopio 6ptico del micelio y conidias de Monilinia spp. (A) y (B) Cadena de conidias de Monilinia

spp. (C) Formacion de conidias al final de hifas en Monilinia spp.

Monilinia spp. presenta dos estados de crecimiento, un estado anamorfo, asexual o
imperfecto, denominado Monilia, en el que se producen esporas asexuales o
conidias (figura 1.4), y un estado teleomorfo, sexual o perfecto, caracterizado por la
produccion de esporas sexuales o ascosporas, que se forman en el interior de las
ascas dentro de un cuerpo fructifero denominado apotecio (figura 1.5) (Byrde &

Willetts, 1977). La reproduccién sexual de Monilinia spp. se ha observado sélo en
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M. fructicola, en donde se ha descrito tanto en campo, sobre fruta momificada en
el suelo, como en condiciones controladas de laboratorio (Byrde & Willetts, 1977;
De Cal et al., 2014). Sin embargo, dicha reproduccién sexual en M. fructicola no se
ha registrado en ningtn huerto de melocotén de Espafia hasta la fecha (Villarino
et al., 2010), pero si en condiciones controladas (De Cal et al., 2014). Monilinia spp.
es un hongo heterotalico, y necesita para su reproducciéon sexual de dos individuos
compatibles portando ideomorfos opuestos para los genes MAT1, que gobiernan el

sistema de apareamiento en Ascomicetos (Abate, De Miccolis Angelini, et al., 2018).

Figura 1.5. Detalle al microscopio de la produccién de ascosporas por parte de Monilinia fructicola sobre momias de
nectarinas en condiciones controladas (De Cal et al 2014).

El ciclo de vida de Monilinia spp. consta de un inéculo primario que aparece tras
el periodo invernal, y un inéculo secundario (figura 1.6) tras cualquiera de los ciclos
vitales del patégeno que se producen a lo largo de la estacién de cultivo (Byrde &
Willetts, 1977). En los huertos de melocotoneros del Valle del Ebro, Monilinia
sobrevive al invierno en forma de micelio en frutos momificados que quedan de la
campafa anterior, tanto en los arboles como en el suelo (Villarino et al., 2010)
(figura 1.6). Se ha encontrado una correlacién positiva entre el niimero de frutas
momificadas sobre los arboles desde el afio anterior y la incidencia de podredumbre
parda en postcosecha o de infecciones latentes en huertos de melocotoneros
(Villarino et al., 2010). Monilinia también sobrevive infectando tejidos de yemas y
ramas (Byrde & Willetts, 1977). Al comienzo de la primavera, el micelio del inéculo
primario desarrolla hifas modificadas llamadas esporodoquios, encargadas de

producir conidias. En la mayoria de los casos, tanto el inéculo primario como el
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secundario esta formado por conidias asexuales, y/o micelio, aunque en el caso de
M. fructicola el inoculo primario pueden estar formado ademas por ascosporas

formadas tras un proceso de reproduccién sexual (Byrde & Willetts, 1977).
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Figura 1.6. Ciclo de vida e infeccion de Monilinia spp. El area sombreada de gris a la izquierda representa la fase sexual
descrita en M. fructicola. (Imagen adaptada de (Dowling et al., 2019).

1.4.3. Proceso de infeccion del agente patégeno

La podredumbre parda es una enfermedad policiclica, en la cual el ciclo vital del
patégeno esta basado en: infeccidn, esporulacién y diseminacién, repitiéndose
varias veces a lo largo de la temporada de cultivo (Byrde & Willetts, 1977). El
proceso de infeccion por parte de Monilinia spp. comienza cuando las fuentes de
inéculo primario o secundario entra en contacto con un o6rgano del huésped
susceptible, y se puede dividir en las siguientes fases: adhesién, penetracién y

colonizacion.
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Las conidias de Monilinia spp. llegan a la superficie de flores, brotes y frutos del
melocotonero pasivamente, llevadas por el viento, el agua de lluvia, insectos, o por
contacto directo con otros érganos infectados (Oliveira Lino et al., 2016). Si las
condiciones ambientales son adecuadas, comienza la fase de adhesién. Las conidias

germinan, produciendo tubos germinativos o apresorios dependiendo de las

condiciones ambientales y del estado de maduracién del fruto (figura 1.7) (Garcia-
Benitez et al., 2017b).

Figura 1.7. Micrografias de la invasién por Monilinia del tejido de un fruto y la formacién de apresorios. (A)
Conidias sin germinar (c) agrupadas alrededor de un estoma (s). (B) Tubos germinativos (h) sobre la superficie
de nectarina tras 24 horas de incubacién a 25 °C. (C) Detalle de apresorios y tubos germinativos por parte de
Monilinia spp. al microscopio 6ptico. Micelio tefiido con azul de lactofenol. Adaptado de Garcia-Benitez et al.
(2016).

Tras la germinacién del in6culo, el tubo germinativo y/o apresorio recién formado
debe penetrar la cuticula del fruto, formada por un poliéster insoluble de cutina y
ceras (Fernandez et al., 2011). Monilinia spp. tiene dos vias para lograrlo, penetrar
directamente mediante la produccién de cutinasas (Bostock et al., 1999; Lee et al.,
2010), o de forma indirecta, a través de aberturas naturales en la cuticula como
pueden ser los estomas o tricomas, o por heridas causadas por insectos o practicas
agricolas durante la cosecha (Garcia-Benitez et al., 2016; Oliveira Lino et al.,
2016).

Una vez superada la cuticula, el micelio crece y se ramifica extendiéndose por los

tejidos del exocarpo y el mesocarpio del fruto, destruyendo las células y obteniendo
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de ellas los nutrientes necesarios para el desarrollo fingico (Byrde & Willetts,
1977). En el caso de M. fructicola, cuando se analiza el proceso infectivo, se ha
determinado que los signos de la enfermedad comienzan a ser aparentes cuando
las células epidérmicas bajo la cuticula comienzan a colapsar 48 horas tras la
infeccién, incrementando a las 72 horas. Esto viene acompanado de una extensa
colonizacién de los tejidos subdérmicos profundos del mesocarpio por M. fructicola
y la apariciéon de cavidades lisogénicas. El mesocarpio esta compuesto por células
de parénquima que tienen un protoplasto activo, donde se producen todas las
reacciones metabodlicas, y una pared celular con gran contenido en pectina. Tras 96
horas de infeccién, estos sintomas vienen acompanados no sélo por la degradacién
de la cuticula, la epidermis y, el mesocarpio sino también por esporulaciéon del
hongo en la superficie del fruto infectado (Garcia-Benitez et al., 2016), que
actuaran como fuente de inoculo secundario, pudiendo causar nuevas infecciones
(Landgraf & Zehr, 1982; Villarino et al., 2012).

1.5. Factores de virulencia

Un factor de virulencia es una molécula, estructura celular o sistema regulatorio
que permite a un patogeno colonizar al huésped; evadir su respuesta inmune o
suprimir dicha respuesta; entrar, salir y moverse entre las células del huésped; y
obtener nutrientes del mismo (Casadevall & Pirofski, 2009). Monilinia spp., como
hongo necroétrofo, utiliza varios factores de virulencia para penetrar y colonizar el
melocotéon mediante la accion individual o combinada de enzimas degradativas y
sustancias téxicas (toxinas) que matan las células que a continuacién coloniza.
Enzimas extracelulares con actividad hidrolitica como las cutinasas y aquellas
1mplicadas en la degradacién de la pared celular vegetal, o las proteasas implicadas
en la degradacion de proteinas presentes en la membranas celulares han sido
descritas en Monilinia spp como potenciales agentes de virulencia (Garcia-Benitez
et al., 2019). El ataque inicial de M. fructicola se inicia con la secrecién localizada
en la punta de la hifa de una actividad pectinasa (Wade & Cruickshank, 1992; Hall,
1971) que provoca la ruptura de la laminilla media dando lugar a la maceracién
del tejido y en muchos casos a la muerte de las células del huésped afectadas
(Paynter & dJen, 1975). Las tres especies de Monilinia producen xilanasas,
poligalacturonasas, pectin-esterasas, B-glucosidasas y proteasas, mientras que sélo
los aislados de M. fructicola producian cutinasas en medio de cultivo (Garcia-
Benitez et al.,, 2019). Adicionalmente se observé que pectin-esterasas y

poligalacturonasas sintéticas producian una lesién en el fruto, mientras que
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xilanasas purificadas no producian ninguna lesién visible (Garcia-Benitez et al.,
2019).

1.5.1. CAZymes

Las CAZymes son enzimas cuya funcién es atacar los enlaces glucosidicos
presentes en los polisacaridos de la pared celular vegetal, y estan consideradas
como uno de los principales factores de virulencia en hongos fitopatégenos, ya que
ayudan a los mismos a invadir los tejidos del huésped (Cantu et al., 2008). Estas
enzimas pueden tener dos componentes, un moddulo catalitico, subdividido en
varias clases y familias de enzimas que catalizan la descomposicion, biosintesis y/o
modificacién de glicoconjugados, oligo- y polisacaridos; y un médulo asociado, no

catalitico, que acompania a los médulos cataliticos (http://www.cazy.org/; Drula et

al., 2022). Atendiendo a la actividad catalitica, las CAZymes se puede organizar en
diferentes familias: 1) glucésido hidrolasas (GHs) encargadas de la hidrélisis y/o
reorganizacién de los enlaces glicosidicos, ii) glicosiltransferasas (GTs) cuya
funcién es la formacién de enlaces glicosidicos, iii) polisacarido liasas (PLs) que
dividen de forma no hidrolitica los enlaces glicosidicos, iv) carbohidrato esterasas
(CEs) encargadas de la hidrdlisis de ésteres de hidratos de carbono, y actividades
auxiliares (AAs), que son enzimas redox que actian conjuntamente con las
CAZymes. Ademas, dentro de los mdédulos asociados no cataliticos, actualmente

s6lo se encuentra la categoria de médulos de unién a carbohidratos (CBMs), cuyo

papel es asistir en la adhesién a carbohidratos (http://www.cazy.org/; Drula et al.,
2022). Ademés, se puede diferenciar subfamilias de CAZymes, que son subgrupos
que se encuentran dentro de una familia que comparten un antepasado reciente y,
que suelen ser uniformes en su funcién molecular (figura 1.8)
(http://www.cazy.org/; Drula et al., 2022).

Monilinia spp. secreta enzimas con capacidad de degradar pectinas como
poligalacturonasas (Chou et al., 2015), pectinesterasas (Bar6-Montel et al., 2019),
pectinliasas (Rodriguez-Pires et al., 2020b) y cutinasas (Lee et al.,, 2010)
importantes en el proceso de patogénesis. Esta maquinaria enzimatica trabaja de
forma sinérgica, atacando los componentes de la pared celular, para degradar la
superficie de la fruta y poder establecer la infeccién (Hall, 1971; Reignault et al.,
2008). Se han descrito un total de 403 genes codificantes para CAZymes en el
genoma de M. laxa (Rodriguez-Pires et al., 2020a). Al analizar el patrén de
expresion génica de varias familias de pectinasas se descubrié un patréon temporal

de activacion, revelando un modo de accion secuencial para la degradaciéon de la
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pectina (Rodriguez-Pires et al.,, 2020a). Usando técnicas de proteémica nLC-
MS/MS, se observdé un grupo de proteinas marcadoras en aislados de mayor
virulencia, que incluye CAZymes como MIPG1, MIPME3 o endoglucanasas,
mientras que hay un grupo de proteinas secretadas compartido por aislados de
diferente virulencia, donde se incluyen varios factores de virulencia muy conocidos
como cutinasas, pectinliasas y proteasas acidas (Rodriguez-Pires et al., 2020b). En
M. fructicola, un 14% de las proteinas que se predicen como secretadas son

CAZymes (122), y cuyo substrato favorito es la pectina (Vilanova et al., 2021).
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Figura 1.8. Esquema general de la actividad de las CAZymes sobre los componentes principales de la pared celular
vegetal. GHs: Glicosil hidrolasas; PLs: Polisacarido liasas; CEs: Carbohidrato esterasas; GTs: Glicosil
transferasas CBMs: Médulos de unién a carbohidratos; AAs: Actividades auxiliares. Adaptado de (Rytioja et
al., 2014).

1.5.2. NEPs y otras toxinas.

Ademas de las enzimas hidroliticas necesarias para degradar la pared celular
vegetal, se han descrito otros factores de virulencia para M. laxa, como las
proteinas formadoras de poros NEP1-like (NLPs) NEP1 y NEP2, en el exoproteoma
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de aislados con mayor virulencia de M. Jaxa (Rodriguez-Pires et al., 2020b). Por
otro lado, metabolitos secundarios fitotoxicos, comuinmente secretados por
patégenos necrotrofos (Horbach et al., 2011) como toxinas se han identificado
mediante HPLC en zumo de nectarinas infectadas con las tres especies Monilinia
causando necrosis al ser aplicadas sobre discos de nectarina tras un periodo de
incubacién de 24 horas (Garcia-Benitez et al., 2019). Esta posible toxina tiene una
masa molecular de entre 329 y 387 g/mol. También, recientemente se ha
identificado una péptido sintasa no ribosomal (NRPS) que, en conjunto con otros
genes, forman un clister de metabolismo secundario en M. laxa potencialmente
implicado en la produccién de la toxina epipolitiodoxopiperazina (ETP) (Villarino
et al., 2022), con elevada actividad transcripcional en los primeros momentos del

desarrollo de la enfermedad de un aislado con alto nivel de virulencia.

Las proteinas Necrosis- and ethylene-inducing peptide 1 (Nep1, NEP1-like, NLPs)
son una superfamilia de proteinas secretadas por microorganismos fitopatégenos
que actuian como factores de virulencia similares a toxinas, induciendo necrosis y
desencadenando una respuesta inmune por parte de la planta (Qutob et al., 2006).
Son una de las mayores familias de proteinas microbianas y estan ampliamente
distribuidas entre microorganismos taxonémicamente no relacionados, como
bacterias, hongos y oomicetos (Seidl & Van Den Ackerveken, 2019). Estas
proteinas son las Unicas conocidas que dafian la membrana plasmatica, causando
necrosis, produccién de etileno y, en ultima instancia, apoptosis en plantas
dicotiledéneas (Pirc et al., 2022, 2023).

Las NLPs son proteinas con un solo dominio, con un B-sandwich central rodeado
por a-hélices, cuyos “loops” formar una cavidad central cargada negativamente en
un lado de la proteina, a la que se une un catién divalente de Mg2* o Ca2*. Los
aminoacidos encargados de la unién con el catiéon son imprescindibles para la
virulencia de la proteina (Ottmann et al., 2009), ya que esta cavidad parece estar
involucrada en el reconocimiento y unién con las glicosilinositol fosforilceramidas
(GIPC) (Lenaréi¢ et al., 2017). Aunque su existencia se conoce desde hace varias
décadas (Bailey, 1995), el mecanismo molecular por el cual las NLPs dafian la
membrana celular era desconocido hasta muy recientemente. Las NLPs reconocen
electrostaticamente las GIPCs, unos esfingolipidos localizados exclusivamente en
la membrana plasmatica vegetal. A través de ellos se unen a la superficie de la
membrana, se produce una agregacion de subunidades de proteinas NEP1-like, y
se forma un poro transitorio, causando pequenas rupturas en la membrana que

son las que causan los dafos (figura 1.9) (Pirc et al., 2022).
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Figura 1.9. Modelo del reconocimiento especifico de membrana y formacion de poros por las NLPs. (A) Estructura de
las GIPCs vegetales. Estan compuestas por una aceramida incrustada en la membrana y un grupo de cabeza
expuesto que contiene fosforil inositol unido a 4cido glucurénico (GlcA) y azticar(es) terminal(es). (B) Proceso
de formacién de poros por NLPs. Adaptado de Pirc et al. (2023).

1.6. Condiciones ambientales para el desarrollo de 1la

podredumbre parda

El desarrollo y gravedad de la podredumbre parda vienen determinados por las
condiciones ambientales en las que tiene lugar el proceso de infeccién, colonizacién
y dispersién (Bannon et al., 2009; Garcia-Benitez et al., 2017b). Temperatura y
humedad ambiente son las condiciones climaticas que mas influyen al
establecimiento de la enfermedad, tanto de forma individual como combinada
(Bernat et al., 2017; Casals et al., 2010; Villarino et al., 2012).

1.6.1. Temperatura

Villarino et al. (2012) demostraron que existe una correlacién positiva entre la
incidencia de la podredumbre parda postcosecha y la temperatura, pudiendo el
efecto de la temperatura ser responsable del 82% de la incidencia de la
podredumbre parda en postcosecha. También la temperatura esta correlacionada
positivamente con el nimero de ramas necroéticas infectadas en los huertos del
Valle del Ebro (Villarino et al., 2010). Yash Gupta & Agarwala (1991) encontraron

que la temperatura afecta a la incidencia de la podredumbre parda causada por M.
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laxa en melocotones de USA. Weaver (1950) previamente demostré la existencia
de una correlaciéon directa entre la temperatura y la podredumbre parda en
melocotén, siendo el rango 6ptimo de temperatura entre 15-25°C. A temperaturas
superiores a 25°C, M. fructicolay M. laxa producen menos conidias (Phillips, 1984;
Tian & Bertolini, 1999), y las conidias son menos agresivas (Phillips, 1984) que las
producidas dentro del intervalo de temperatura optima. Los tultimos modelos
predictivos para el desarrollo de las epidemias de Monilinia spp. basados en el
clima sugieren que la temperatura es uno de los factores clave en el desarrollo de
dichas epidemias (Bevacqua et al., 2023; Casals et al., 2023).

Altas temperaturas, superiores a 38 °C, impiden la germinacién de las conidias de
Monilinia spp., que tienen un valor éptimo para la germinacion entre los 20-25 °C,
mientras que las bajas temperaturas tan solo reducen la germinacién sin llegar a
inhibirla (Xu et al.,, 2001). La temperatura también afecta al desarrollo de
podredumbre y del micelio, asi como a la produccion de esporodoquios. La
temperatura 6ptima es de 25 °C, aunque existen diferencias a nivel de especies. M.
fructicola esta mejor adaptada a altas temperaturas, produciendo una mayor area
de podredumbre sobre fruta y consiguiendo producir esporodoquios a 30 y 33 °C,
mientras que M. laxa lo esta a temperaturas mas bajas, produciendo una mayor
podredumbre y siendo capaz de desarrollar micelio y esporodoquios a 0 °C (Bernat
et al., 2017). Tras la germinacién, la temperatura juega un papel decisivo en la
producciéon de tubos germinativos o apresorios en M. fructicola, produciendo el
mismo numero de ambos a 4 °C, y significativamente mas tubos germinativos a
partir de 10 °C (Garcia-Benitez et al., 2017b).

1.6.2. Humedad

Del mismo modo que la temperatura, las precipitaciones también forman parte de
los modelos predictivos como un factor clave a la hora de predecir el desarrollo de
epidemias por parte de Monilinia spp. (Bevacqua et al., 2023; Casals et al., 2023).
La humedad es también un factor limitante en el proceso de germinacion de las
conidias y posterior infecciéon del fruto. Existe una correlacion significativa entre
las fuentes de inéculo primario y la humedad relativa de julio a febrero (ambos
inclusive) de los huertos de melocotén (Villarino et al., 2010); la humedad relativa
media se correlaciond negativamente con el numero de frutos abortados sobre el
arbol. Se ha demostrado que la cantidad de precipitacién influye en el desarrollo
de la podredumbre parda en el Reino Unido (Xu et al., 2007) asi como sobre la tasa

de pérdida de viabilidad de las conidias (Xu et al., 2001). La podredumbre parda
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del cerezo causada por M. laxa en el Valle del Jerte (Caceres, Espafia) también
puede predecirse mediante el nimero de dias consecutivos con humedad relativa

superior al 80% durante los meses de marzo y abril (Larena et al., 2021).

La germinacion de las conidias es escasa con valores inferiores al 97% de Humedad
Relativa (HR) (Xu et al., 2001), propiciando en muchos casos el estado de infeccién
latente (Gell et al., 2008). El periodo de incubacién en melocotén y cereza
disminuye al aumentar el periodo de humectacién (Biggs & Northover, 1988). Una
vez establecida la infeccién, su desarrollo no parece verse afectado por la humedad

ambiente sino por el contenido hidrico del propio fruto (Xu et al., 2001).

Existe una relaciéon entre temperatura, humedad y el estado de maduracién del
fruto a la hora de determinar el éxito de un proceso infectivo por parte de Monilinia
spp. Para una determinada temperatura, la incidencia de la enfermedad puede
aumentar con periodos de humectacién elevados (Kreidl et al.,, 2015). La
combinacién mas propicia para el desarrollo de la enfermedad presenta
temperaturas calidas acompanadas de lluvias abundantes previas al periodo de
cosecha y madurez del fruto (Martini & Mari, 2014).

Si las condiciones ambientales en el momento de la infeccién no son propicias para
el desarrollo de la enfermedad o el fruto no ha alcanzado el grado de madurez
adecuado, las infecciones de Monilinia spp. pueden quedar latentes (Gell et al.,
2008). Asi se puede establecer una infeccién latente a partir de los 8 °C y con 22
horas de humectacion, existiendo una proporcionalidad inversa entre temperatura
y humedad, requiriendo menos horas de humectaciéon a temperaturas superiores
(Gell et al., 2008). Estas infecciones latentes se mantienen en proceso de
preprenetracion, en un estado de equilibrio entre huésped, patégeno y condiciones
ambientales (Gell et al., 2008). En el caso de M. fructicola, estas infecciones se
caracterizan principalmente por la presencia de hifas en el espacio intercelular
bajo la cuticula del fruto infectado, con una profundidad maxima de dos capas de
células (figura 1.10) (Garcia-Benitez et al., 2016). Estas hifas mantienen un nivel
metabdlico bajo y colonizan lentamente el tejido del huésped, hasta que el grado de
maduracion del fruto sea 6ptimo o las condiciones ambientales favorezcan el
desarrollo de la enfermedad, en cuyo caso la infeccion se reactiva y da lugar a los

sintomas tipicos de la misma (Garcia-Benitez et al., 2016).
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Figura 1.10. Detalle al microscopio 6ptico de infecciones latentes de Monilinia fructicola en nectarinas tras 288 horas de
incubacion a 4°C. (A) Hifas de M. fructicola y células de nectarina afectadas por la infeccién. Células del hongo
tefiidas de rojo con Safranin O-fast Green Stain. Se aprecia el colapso de algunas de las células de la epidermis

y la colonizacién de la subdermis. (B) En azul, células de nectarina sin infeccién por parte de M. fructicola.

Se ha elaborado un modelo epidemiolégico de compartimentos para describir la
podredumbre parda en el Valle del Ebro incorporando tres estadios fisiolégicos del
cultivo: floracién, fruto inmaduro y fruto maduro (Villarino et al., 2022), ademas
de las infecciones latentes y al que habria que completar con todos los factores
climaticos para ajustar un modelo de prediccion. En este momento se dispone de
un sistema de avisos basado en la estimaciéon del riesgo de la enfermedad en
funciéon del estado de madurez, la variedad, la temperatura, periodo de
humectaciéon, precipitacién y la presencia de inoculo en los huertos de melocotén,
que permite reducir casi al 50 % el nimero de tratamientos fungicidas aplicados

para el control de la podredumbre (Casals et al., 2023).

1.6.3. Luz

La luz, en forma de radiacién solar, es también un factor ambiental que en los
ultimos anos ha cobrado una gran importancia a la hora de comprender y predecir
el desarrollo las enfermedades vegetales, afectando tanto a la respuesta del

huésped como a la virulencia de muchos patégenos (Roden & Ingle, 2009), y en
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concreto a la podredumbre parda causada por Monilinia (Balsells-Llauradé et al.,
2021; Rodriguez-Pires, Garcia-Companys, et al., 2021). El espectro de radiacién
solar que alcanza la superficie de la tierra comprende longitudes de onda que
abarcan desde los 290 nm hasta mas de 2250 nm, y se divide de la siguiente forma:
un 6.8% de la energia corresponde a luz ultravioleta (UV), un 38,9% es luz visible,
y el 54,3% restante es radiacién infrarroja (Yung, 2003) (figura 1.11). La luz visible
se extiende desde 380 nm a 830 nm. La cantidad de luz que llega en forma de
radiacién solar esta sujeta a fluctuaciones diarias y estacionales, ademas de
depender de la latitud terrestre (Yung, 2003). Por otro lado, factores atmosféricos
como la cantidad de vapor de agua en la atmosfera o el grosor de la capa de ozono
atmosférica también pueden alterar la cantidad y composicién de la radiacion solar

que alcanza la superficie terrestre (Kotilainen et al., 2020).

2.5 2W
me.nm
2.0- Cuerpo negro perfecto (5900 K)
E / Irradiancia en la parte superior de la atmésfera
NE 1.5 4 :
= Irradiancia en la superficie terrestre
8
2 1.0
@
g
£
0.5
250 500 750 1000 12I50 1560 1750 2000 22.50 nm
Ultravioleta Luz visible Infrarrojo Longitud de onda (nm)

Figura 1.11. Espectro tedrico del cuerpo negro y espectro solar completo en la superficie terrestre y en la parte superior
de la atmoésfera. La imagen esta bajo una licencia internacional creative commons Attribution-ShareAlike 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/).

Los hongos filamentosos se valen de unos complejos proteicos conocidos como
fotorreceptores para detectar la luz y sus fluctuaciones, que representan una
fuente de informacién de temporalidad y orientacién (Roden & Ingle, 2009). Estos
fotorreceptores son asociaciones de una cadena de aminoacidos, llamada

apoproteina, con un croméforo, capaz de absorber la energia de los fotones de una
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determinada longitud de onda (Schumacher, 2017). Esta absorcién propicia un
cambio conformacional en la apoproteina, que conduce a la transduccion de senales
a través de los dominios de salida, o a través de interacciones proteina-proteina
(Schumacher, 2017).

Los fotorreceptores se comenzaron a estudiar en el organismo modelo Neurospora
crassa, que utiliza el llamado complejo White Collar (White Collar Complex, WCC)
para la deteccién de luz azul (Ballario et al., 1996). Los genes white collar codifican
para unas proteinas que contienen un dominio Light, Voltage, Oxygen (LOV), que
es miembro de una superfamilia de dominios Per, ARNT, SIM (PAS), unido a un
dinucleétido de flavina adenina (FAD/FMN) (Schumacher, 2017). Las proteinas
con este dominio son fotorreceptores de luz azul que se pueden distinguir en cuatro
grupos: proteinas que incluyen dominios de factor de transcripcién (TF) de tipo
GATA (L1), dominios reguladores de la sefalizacién de proteinas G (RGS) (IL4) o
proteinas sin dominio de salida evidente (1.2, L3) (Schumacher, 2017). En V. crassa
también se describié por primera vez el principal regulador del WCC, VVD1
(Schwerdtfeger & Linden, 2003). VVD1 es un fotorreceptor L4 que tiene una
funcion antagonista al WCC, resultando en un proceso de fotoadaptacion, por el
cual los genes regulados por WCC dejan de activarse, aunque el estimulo luz
continue (Chen et al., 2010).

N. crassa tan solo reacciona ante la luz azul (Corrochano, 2019), pero otros hongos
como Aspergillus nidulas o Botrytis cinerea cuentan con un arsenal de
fotorreceptores que les permiten ver en todo el espectro de luz visible (Bayram et
al., 2010; Schumacher, 2017). Estos fotorreceptores son criptocromos, fitocromos y
opsinas. Los criptocromos son fotorreceptores para luz azul — ultravioleta cercano
que usan un metiltetrahidrofolato (MTHF) como pigmento antena y FAD como
cromoforo fotocatalitico, ambos unidos covalentemente a los dominios de unién de
PHR y FAD (Schumacher, 2017). Su secuencia los hace muy similares a las
fotoliasas de reparacion del ADN, ganando un dominio de transducciéon de sefial
acompanado de la perdida de la funcién reparadora de ADN (Cohrs & Schumacher,
2017). Los fitocromos son proteinas histidina-kinasas que adem4s cuentan con un
dominio PAS-GAF-PHY sensible a la luz, detectando el ratio entre la luz roja e
infrarroja cercana (Schumacher, 2017). Por tdltimo, las opsinas son proteinas
transmembrana que actian como bombas de protones impulsadas por luz verde
(Heintzen, 2012).

La informacién que los hongos filamentosos obtienen a través de los fotorreceptores

les otorga la capacidad de adaptarse al entorno que les rodea, modificando su
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morfogénesis, dispersién, ritmo circadiano y metabolismo (Bayram & Braus, 2012;
Carvalho & Castillo, 2018; Schumacher & Tudzynski, 2012). La formacién de
esporas es un fenémeno controlado por las condiciones de iluminacién en multiples
especies de hongos filamentosos. En A. nidulans la formacion de conidias esta
controlada por el equilibrio entre luz de espectros rojo e infrarrojo (Mooney &
Yager, 1990; Ruger-Herreros et al., 2011). La formacién de conidias de B. cinerea,
esta regulada por las condiciones de iluminacién, ya que el hongo sélo produce
conidias bajo la presencia de luz, mientras que en oscuridad el hongo opta por
favorecer la formacién de esclerocios, aunque se producen mas conidias en cultivos
bajo un fotoperiodo de luz — oscuridad que en iluminacién constante (Schumacher,
2017). Sin embargo, B. cinerea es incapaz de formar conidias bajo luz azul de 455
nm en fotoperiodos de 8, 16, 20 y 24 horas (Rasiukeviéitteé et al., 2021), sugiriendo
que existe un complejo sistema regulatorio detras de este proceso, involucrando los
factores de transcripciéon BcLTF3 y BcREG1, tal y como sugieren Brandhoff y
colaboradores (Brandhoff et al., 2017). Otro hongo de la familia Sclerotiniaceae,
estrechamente relacionado con las especies de Monilinia es Sclerotinia
sclerotiorum. Si bien este hongo no tiene la capacidad de producir conidias
asexuales, la luz influye en el desarrollo de esclerocios y apotecios, siendo la
germinacion de los esclerocios mucho mas rapida en condiciones de iluminaciéon
intensa (Sun & Yang, 2000).

Por otro lado, la luz también influye en la virulencia de los hongos fitopatégenos.
Asi determinados mutantes ciegos de B. cinerea, que presentan codones de stop
prematuros en el gen bcvell, son menos virulentos que las cepas cuyo sistema
fotorreceptor estda intacto, y dicha virulencia puede ser restaurada al
complementar la cepa con la proteina de una cepa sin esa mutacién (Canessa et
al., 2013; Schumacher et al., 2012). Lo mismo ocurre con Fusarium fujikori y su
gen homélogo de bcltfl, CSM1 (Niehaus et al., 2017). La familia velvet, como
receptores, también parece estar relacionada con la patogenicidad en multiples
especies de hongos filamentosos, como en Magnaporthe oryzae (Kim et al., 2014),
Ustilago maydis (Karakkat et al.,, 2013), Valsa mali (Wu et al., 2018), o F.
graminearum (Merhej et al., 2012).

Monilinia spp., al igual que otros hongos filamentosos fitopatégenos, es capaz de
recibir el estimulo luz y obtener informacién que puede modificar su
comportamiento y adaptaciéon a las condiciones ambientales que le rodean
(Rodriguez-Pires et al., 2021a, 2021b; Verde-Yaiiez et al., 2022). El patrén natural

de luz-oscuridad parece necesario para desencadenar la esporulacion de M. Jaxa,
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relacionando el control del ciclo circadiano del hongo con su capacidad de producir
epidemias, puesto que estas conidias son la principal fuente de inoculo primario y

secundario del patégeno (Bannon et al., 2009; Janitor, 1970).

Se ha observado que existe cierta plasticidad fenotipica en respuesta a la luz entre
las principales especies causantes de podredumbre parda en Espana. M. fructicola,
M. fructigenay M. laxa (figura 1.12). Usando luz blanca, tanto la intensidad como
el fotoperiodo tuvieron un efecto sobre el desarrollo de la podredumbre parda
causada por M. Jaxa sobre nectarina y distintos cultivares de cereza (Rodriguez-
Pires et al., 2021a). Las especies de Monilinia presentan diferencias en
pigmentacion, crecimiento y produccién de conidias cuando crecen sobre medio de
cultivo bajo distintas longitudes de onda. Se han utilizado las diferencias en
crecimiento en medio de cultivo, de las distintas especies de Monilinia bajo un
fotoperiodo de luz negra — oscuridad para su identificaciéon, donde los aislados de
M. fructigena crecian mas lentamente que los de M. fructicola (De Cal & Melgarejo,
1999). En un estudio comparativo entre las tres especies principales de Monilinia
presentes en Espana usando diferentes longitudes de onda generadas por LEDs,
se encontr6 que M. laxa presenta diferencias en el color de los anillos de
crecimiento, que adquieren tonos olivaceos tras exposiciéon a diferentes luces
mientras que en oscuridad predomina el color blanco en todo el micelio (figura
1.12). M fructicola por otra parte, bajo luces de color blanca, azul y roja adquiere
una pigmentacién marron avellana, a diferencia de las luces roja y oscuridad, que
otorgan a la colonia tonos grises, lo que sugiere un cambio en el metabolismo
inducido por luz. Por dltimo, M. fructigena es la especie con menos variabilidad
morfolégica en respuesta a la luz, con colonias de color blanco y grisaceo en todas
las condiciones luminicas (Verde-Yafiez et al., 2022). Al comparar la tasa de
crecimiento entre las tres especies en medio de cultivo, se encontrdé que en M.
fructicola ésta solo disminuye de forma significativa bajo longitud de onda de luz
roja cercana, mientras que en condiciones de luz negra su tasa de crecimiento
aumenta. En M. laxa se observa que bajo longitud de onda de luz roja lejana la tasa
de crecimiento aumenta significativamente a la vez que disminuye tras la
exposiciéon del hongo a luz azul. En contraste, no se observaron diferencias
estadisticas para M. fructigena (figura 1.12) (Verde-Yanez et al., 2022). Debido a
que M. fructigena mostré una total incapacidad para producir conidias, la
formacién de conidias sélo fue cuantificada para M. laxa y M. fructicola,
encontrando que M. laxa produce una mayor cantidad de conidias que M. fructicola

salvo bajo luz roja lejana tras ser cultivadas durante 7 dias bajo un fotoperiodo de
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16 h de luz a 20 °C (Verde-Yaiiez et al., 2022). También se han descrito diferencias
de tasa de crecimiento y esporulacién por efecto de la luz entre distintos aislados
de M. laxa (Rodriguez-Pires et al., 2021b). En un estudio que compara el
crecimiento de tres aislados de M. Jaxa bajo dos fotoperiodos de 8 y 16 h de luz de
distintas longitudes de onda generadas por tubos fluorescentes, donde se observa
una mayor tasa de crecimiento miceliar bajo luz roja para los tres aislados de M.
laxa, seguida de la luz verde, la luz diurna y la oscuridad. Sin embargo, sélo se
observaron un aumento de la produccion de conidias con la luz diurna, la luz negra
y la luz verde con el fotoperiodo de més horas de exposicién a la luz. (Rodriguez-
Pires et al., 2021b). Estos resultados sugieren la existencia de diferencias a nivel

regulatorio en el proceso de fotorrecepcién dentro del género Monilinia spp.

M. laxa
Oscuridad Blanca Negra Azul j Roja lejana
M. fructicola
Oscuridad Blanca Negra Azul Roja Roja lejana
M. fructigena
Oscuridad Blanca Negra Azul Roja Roja lejana

e

Figura 1.12. Plasticidad fenotipica de Monilinia spp. ante estimulos de luz de longitudes de onda diferentes. Se observan
diferencias fenotipicas entre especies y dentro de la misma especie de Monilinia en respuesta a luz blanca, negra (ultravioleta
cercano), azul, roja y roja lejana) Adaptado de Verde-Yasiez et al. (2022).

Para entender la respuesta activa a la luz por las distintas especies de Monilinia,
se han realizado busquedas de los genes codificantes de los principales
fotoreceptores en sus genomas. En M. /axa se han identificado por similitud de
secuencias un set de proteinas fotorreceptoras muy similares a los presentes en
otros hongos de la familia Sclerotiniaceae, como B. cinerea (Rodriguez-Pires et al.,

2021b). Para la recepcién de luz azul, M. laxa cuenta con dos grupos de proteinas
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candidatas, criptocromos y White Collar; para la recepciéon de luz roja tiene a su
disposicion la familia de los fitocromos, mientras que para la luz verde cuenta con

la familia de las opsinas (figura 1.13) (Rodriguez-Pires et al., 2021b).
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Figura 1.13. Sistema fotorreceptor y proteinas asociadas descrito en M. laxa. (Rodriguez-Pires et al., 2021b).

Uno de los objetivos de esta tesis es identificar y describir la maquinaria
fotorreceptora codificada en los genomas de M. fructicolay M. fructigena, y si las
diferencias en comportamiento frente a la luz de Monilinia spp responden a
diferencias en dicha maquinaria o a diferencias en el sistema regulatorio y su

relaciéon con la virulencia de cada una de las especies.

Como hemos comentado con anterioridad, existe una relacién entre el desarrollo
de la podredumbre parda causada por Monilinia y las condiciones de iluminacién
en las que se encuentre el hongo. Por el momento se ha reportado un aumento de
la virulencia en nectarinas inoculadas con M. /axa e incubadas en fotoperiodo de

12 horas bajo luz blanca respecto al control oscuridad, asi como en cerezas
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infectadas e incubadas bajo luz blanca de alta intensidad (Rodriguez-Pires et al.,
2021a). En este mismo estudio se establece una relacién entre la virulencia y la
regulaciéon del gen MIPNL2. También existe un incremento de incidencia y
gravedad de la enfermedad en nectarinas inoculadas con M. /axa al incubarse en
luz roja (Rodriguez-Pires et al., 2021a). Sin embargo, en un estudio por parte de
Balsells-Llauradé y colaboradores (2021), se describe cémo M. laxa 8L se vuelve
menos virulento tras tratamientos con luz de alta y baja intensidad, mientras que
no se observaron estos efectos para M. fructicola CPMC6. Por otro lado, (Verde-
Yafiez et al., 2022) reporté que la virulencia de la enfermedad se reduce en
nectarinas inoculadas artificialmente con M. laxay M. fructicola e incubadas bajo

luz negra. Sin embargo, este fenémeno no se observa en M. fructigena.

En esta Tesis se predecira los CAZomas e se identificaran las posibles NLPs
existentes en los genomas de las tres especies de Monilinia, comparando su
estructura y secuencia entre las distintas especies, y con los existentes de M. laxa,
lo que permitira conocer las diferencias entre todas ellas y el efecto que esto
pudiera tener sobre el desarrollo de la enfermedad. Otro de los objetivos sera
comprender el efecto que tienen diferentes condiciones de iluminacién sobre el
desarrollo de la enfermedad y la regulaciéon de los factores de virulencia y
fotorreceptores durante los primeros estadios de la infeccién sobre nectarina por

parte de Monilinia spp.
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2. Objetivos

Esta tesis doctoral aborda la interaccion nectarina-Monilinia spp. y su relaciéon con
la luz a la hora de regular el proceso de patogénesis. Por ello, los objetivos que se

plantean en la tesis son los siguientes:

1. La descripcion del efecto de la luz sobre el desarrollo de la enfermedad y el

crecimiento de la especie Monilinia fructicola y sus fotoreceptores.

2. Efecto de la luz roja sobre la podredumbre parda causada por Monilinia
fructicola e identificacién de genes relacionados con la patogenicidad: la

familia CAZyme y las toxinas formadoras de poros.

3. Efecto de la luz sobre la patogénesis de Monilinia fructigena. Base genética

de la respuesta a la luz.
4. Realizar un estudio comparativo del comportamiento de las tres principales

especies de Monilinia en huertos de Espafna en los procesos tempranos de

infeccién sobre nectarina.
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3. Metodologia

3.1. Material biolégico

3.1.1. Cepas de Monilinia spp.

En esta tesis se han usado tres aislados pertenecientes a tres especies distintas de
Monilinia para evaluar el efecto de distintas longitudes de onda y fotoperiodos
sobre: a) el crecimiento y esporulacién del hongo, b) el desarrollo de la enfermedad
durante los primeros instantes de infeccién, y c) la expresién génica de genes
codificantes para factores de virulencia y fotorreceptores. Estos aislados son M.
fructicola 38C, M. laxa 8L y M. fructigcena Mgena6. Estos aislados estan
depositados en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo bajo los niimeros de
identificacién CECT 21105 (M. fructicola 38C), CECT 21100 (M. laxa 8L) y CECT
21206 (M. fructigena Mgena®).

Los genomas de las tres especies estan disponibles en el NCBI con los siguientes
nimeros de acceso: GCA_023158975.1 (M. fructigena Mgena6, BioProject:
PRJINA707424), GCA_002938945.1 (M. laxa 8L, Naranjo-Ortiz et al., 2018) y
GCA_016906325.1 (M. fructicola 38C, Vilanova et al., 2021). Adicionalmente, se
empled la cepa M. fructicola 1C como control de crecimiento y esporulaciéon en

medio de cultivo sélido.

3.1.2. Fruto huésped

Para evaluar los efectos de distintas longitudes de onda sobre el desarrollo de la
podredumbre parda causada por Monilinia spp., se realizaron ensayos de infeccién
usando como huésped frutas de nectarina (Prunus persica var. nucipersica) de la
variedad comercial Red Jim. Estos frutos fueron cosechados en la region espafola
del valle del Ebro (Lleida, Espafia), en condiciones 6ptimas de madurez comercial,

durante las primeras semanas de agosto de 2020 y 2021.

3.2. Condiciones de crecimiento

Los distintos aislados de Monilinia se almacenaron a largo plazo usando una

suspension de conidias en glicerol al 20% y congelandolos a -80 °C. Para almacenaje
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a corto plazo, se usaron cultivos en agar dextrosa de patata (PDA, Difco™, Nueva
Jersey, EE. UU) mantenidos en la oscuridad a 4 °C. M. fructigena Mgena6 sélo se
almacené en cultivos sobre PDA a 4 °C. Para la producciéon de conidias, M.
fructicola 38C se cultivo sobre PDA e incubd a 25 °C durante 7 dias en oscuridad
continua. M. laxa 8L se cultivé sobre PDA enmendado con un 20% de pulpa de
tomate a 22 °C durante 7-9 dias con un fotoperiodo de luz blanca a 12 h. No se pudo
obtener conidias de M. fructigena Mgena6 y se cultivé sobre PDA e incub¢ a 25 °C

durante 7 dias en oscuridad continua.

3.3. Condiciones de iluminacion

Para la generacion de luz blanca de espectro completo se usaron tubos
fluorescentes Osram 58W/840 “Cool White” y Osram 36W/954 “daylight”. Para la
generacion de luz de distintos colores se usaron fluorescentes Sylvania F36W/T8/Red
(luz roja), Sylvania F36/T8/B (luz azul), Sylvania F36W/T8/G (luz verde), y TL-D Philips 36 W
(luz ultravioleta cercano). Las caracteristicas técnicas de estos sistemas de iluminacion se
describen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los tubos fluorescentes usados en esta tesis.

Nombre Nluminancia Irradiancia Longitud de  Flujo luminoso
. Color
comercial (Ix) (W/m?) onda (nm) (Im)
I 1 1 1 1 1 1
Osram Blanco “cool
. 14900 165.5 300-700 5200
58W/840 light”
Osram Blanco
. 8700 110.13 300-700 2850
36W/954 “daylight”
Sylvania .
Rojo 175 90.2 620-700 70
F36W/T8/Red
Sylvania
Azul 2780 143.3 400-520 700
F36/T8/B
Sylvania
Verde 7400 84.7 480-600 3140
F36W/T8/G

TL-D Philips  Ultravioleta

36W cercano

40 - 340-400
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3.4. Ensayos de crecimiento y esporulacion

Para evaluar el efecto de distintas longitudes de onda y fotoperiodos sobre el
crecimiento y esporulacién de Monilinia spp., se llevaron a cabo experimentos en
placas Petri conteniendo PDA e inoculadas con 15 pl de suspensiéon de 106
conidias/ml de M. fructicola 38C, o bien con discos miceliales de PDA de 0,5 cm de
diametro procedentes de colonias de 7 dias de incubacién de M. fructigena Mgena6.
A continuacion, todas las placas se incubaron durante 7 dias en camaras de
crecimiento a 22-25 °C utilizando 2 fotoperiodos diferentes: 8 h de luz / 16 h de
oscuridad y 12 h de luz / 12 h de oscuridad, manteniendo 25 cm entre los tubos
fluorescentes y las placas. Para estos experimentos se utilizé iluminacién con los
tubos Osram 36W/954, Sylvania F36W/T8/Red, Sylvania F36/T8/B, Sylvania
F36W/T8/G y TL-D Philips 36W. El grupo control se mantuvo en oscuridad total.
Se midieron dos diametros perpendiculares cada dia en cada placa a partir del
tercer dia de cultivo y se calculé la velocidad de crecimiento diaria (mm/dia) de
cada especie mediante un analisis de regresiéon al final del experimento. La
esporulacion total se calculé al final de los experimentos, raspando la superficie de
las colonias individualmente tras anadir 5 ml de agua destilada estéril.
Posteriormente se filtré con lana de vidrio para eliminar restos de micelio y el
numero de conidias producidas fue determinado usando un hemocitometro. La
produccion de conidias por cada placa se expres6é como el numero total de conidias
producidos por el drea de la colonia (conidias/cm?2). Se usaron 5 réplicas por cada

condicién y aislado y el experimento completo fue repetido 2 veces.

3.5. Ensayos de infeccion sobre fruta

Para la evaluacion del efecto de luces de distinta longitud de onda en el desarrollo
de la podredumbre parda se hicieron ensayos sobre fruta (nectarinas),
desinfectadas siguiendo un protocolo de hipoclorito sédico descrito por Sauer &
Burroughs (1986). Se utilizaron tres gotas de una suspensién de 106 conidias/ml
para inocular la fruta con M. fructicola 38C o M. laxa 8L, mientras que para
inocular M. fructigena Mgena6 se utilizaron tres discos miceliales de PDA de 0,5
cm de didmetro, provenientes de colonias de 7 dias de incubacién. A continuacién,
la fruta se coloc6 en alveolos de celulosa esterilizadas dentro de bandejas de
plastico desinfectadas que contenian papel humedecido para conservar la
humedad. Cada bandeja se sell con “filn’ de plastico transparente y se mantuvo

en oscuridad en camaras de crecimiento a 25 °C durante 24 h para permitir la

30



Metodologia

germinacion de las conidias, y después durante 14 h bajo exposicion directa a la
luz. En estos experimentos se usaron los tubos fluorescentes Osram 58W/840,
Sylvania F36W/T8/Red, Sylvania F36/T8/B, Sylvania F36W/T8/G y TL-D Philips
36W. Se establecié un grupo control en oscuridad total. Se utilizaron tres frutos
por especie y condicion de luz y todo el experimento se repitié dos veces. El inicio
de los sintomas de la enfermedad se midié tras 14 horas de exposicion directa a la

luz.

Durante el desarrollo de los ensayos de infeccién sobre fruta se recogieron
muestras de material biolégico que posteriormente serian usadas en los analisis de
expresion génica. Dichas muestras consistieron en recortes de 1 cm?2 de piel de
nectarina infectada, obtenida con bisturi, correspondientes a los sitios de
inoculacion con el hongo. Se recogieron muestras tras pulsos de luz de 5 min, 1 h,
2.5h,5hy 14 h de duracién.

3.6. Ensayos de expresion génica en distintos medios de cultivo

Se evaluo el efecto de las luces roja y azul en la expresion de un grupo selecto de
CAZymes por parte de M. fructicola 38C al crecer sobre distintos medios de cultivo.
Estos medios de cultivo fueron: Potato Dextrose Broth (PDB), agua destilada
estéril complementada con un 1% (por peso) de piel de nectarina liofilizada y
pulverizada (1% nectarine) y nectarinas variedad Red Jim cosechadas en estado

optimo de madurez comercial.

Matraces de cristal conteniendo 20 ml de cada medio de cultivo liquido fueron
inoculados con conidias de M. fructicola 38C hasta una concentracion final de 106
conidias/ml e incubados en oscuridad a 22 °C durante 24 h en agitaciéon a 150 rpm
para permitir la germinaciéon de las conidias. A continuacién, se sometieron a
pulsos de luz de duraciéon creciente de 5 min, 1 h, 2.5 h, 5 h y 14 h usando para ello
los tubos fluorescentes F36W/T8/Red y Sylvania F36/T8/B. El micelio se recolectd
por centrifugaciéon del contenido de los matraces a 12000 rpm durante 15 min a 4
°C, descartando el sobrenadante e inmediatamente congelando el “pellet” en
nitréogeno liquido hasta su posterior uso. Se usaron 3 muestras por tiempo y
condicion de luz, y el grupo control se mantuvo en oscuridad total. Para la

obtencién de muestras de fruta se sigui6 el protocolo anteriormente explicado.
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3.7. Analisis de expresién génica

3.7.1. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extracciéon de ARN total de las muestras biolégicas obtenidas en los
distintos ensayos se siguieron dos protocolos, atendiendo a la naturaleza de dichas
muestras. En ambos casos, las muestras fueron primero homogeneizadas en

nitrogeno liquido usando un mortero y pistilo

Para las muestras de micelio obtenido de medio de cultivo liquido PDB se siguid
un protocolo basado en el reactivo TRIreagent previamente descrito por Espeso et
al. (2019). En el caso de las muestras que contenian piel de nectarina, al contener
una gran concentracion de compuestos fendlicos, se hizo necesario seguir un
protocolo basado en CTAB descrito por Gambino et al. (2008) y adaptado a
Monilinia spp. por Rodriguez-Pires et al. (2021a).

En ambos casos, la concentraciéon y la pureza del ARN se midieron con un
espectrofotometro NanoDrop 2000 y la integridad del ARN se comprobé mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.

3.7.2. RT-qPCR

Antes de llevar a cabo las reacciones de PCR en tiempo real (RT-qPCR), es
necesario sintetizar ADN complementario al ARN que se va a utilizar (ADNc).
Antes de la sintesis de ADNc, las muestras de ARN total se trataron con DNasa I
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se sintetizé a
partir de 1 pg de ARN tratado con DNasa utilizando el sistema de sintesis First-
Strand SuperScript para RT-PCR y el cebador oligo(dT) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Las RT-qPCR se realizaron en un termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR utilizando el reactivo GoTaq qPCR Master Mix (Promega). Se
analizaron tres réplicas técnicas por cada réplica biolégica, con un volumen total
de 20uL, que contenia 10pL de 2xGoTaq qPCR Master Mix, 7,8uLL de agua libre de
nucleasa, 300 nM de cada cebador y 100 ng de ADNec. El programa de ciclado fue
de 2 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Tras la
reacciéon de amplificaciéon, se realiz6 un analisis de la curva de fusiéon para
comprobar la especificidad de los cebadores. Todos los cebadores usados para RT-
qPCR estan descritos en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Cebadores usados en esta tesis.

Metodologia

Secuencia

Gen Especie Nombre
Forward Reverse
I T T
Histona H3 General Mh3 TCCGTCGTTACCAAAAGTCG GGCGAGTTGGATGTCCTTAG
cryl M. fructicola Mifceryl CAATAGAGGAAGAGGTGGTGGAG TTCCAGTTCGCAACTCCCTTC
cry2 General Mecry2 TGGGCTTTATTGATGCCTCG CCTGCAACATATTGCCAATTACC
phyl General Mphy1 GGAGAAGAATGTGCAAGTGCCTA  CGTTCGACAAGAGAGGCTGATAC
phy2 General Mphy2 ATGGTCAAGGGCGATGCTACT GGCCAACACCGAGAGTCTCTC
phy3 M. fructicola Mfcphy3 ATAAACACTGAGCCAGGGCATG CGGGCGACTCAATTATTTCTGT
opl General Mop1 TCTTCGCTGCTTACCACAACG ACCTCAGAATCAACCGACCATG
op2 General Mop2 CTAGCCAAGATTGGCTTCGGT ATCGTTGGCAGGATTATTCGAG
vvdl General Mvvdl ATTGCAGATTCCTACAACAGCC GCTTGAAATCCGACCACATAAT
farl General Mfarl GGCTCTGGTAGTACCTCCACCC TCCACATAGATCCCACAAACCC
well M. fructicola Mifewell AACATTAGTCCAGGAAACGCGA TCTCGCATGAACTGGTTGACTT
wel2 General Mwcl2 GCACGTTGACAAAGGCCAAC GCGCCATTCAGGTGAATCC
M. fructicola Mfcnepl TGAAGAAGAACACCAACCCACC TGAATGGGCAGACAGCGC
M.
nepl fructigena Mfcnepl TGAAGAAGAACACCAACCCACC TGAATGGGCAGACAGCGC
M. laxa Mfenepl TGAAGAAGAACACCAACCCACC TGAATGGGCAGACAGCGC
M. fructicola Mfcnep2 GCACCAGCCCACTCATCAAG GGTTGGTGTTGAAGTTGGCG
nep2 ﬁ"ucil;;ena Mfcnep2 GCACCAGCCCACTCATCAAG GGTTGTTGTCGAAGTTGGCATC
M. laxa Mfcnep2 GGTTACTCCCTCTCCGGCAC GAAGTTGGCGTCCTTGAAAG
pnll General Monpnl1 TCGTTTCGGTACTGCTCACATC CTGCCAGTCAACGTACCCTTAA
pni2 General Monpnl2 TCCTCCACGCTGTCAACAACT CACCAGAAGAACCGAAACCG
pgl General Monpg1l CCAAGTACGGTGTTGTCATCCA TTGACACCAGATGGGAGACCA
pg6 General Monpg6 TGCTTTGGAGGTCATGGTCTAAG TCTCCAGTTGGACCTCCGTT

33



Juan Diego Astacio Rosado

cell General Moncell GTGGTGCTGGACCAATCTCAA GTACCAGCTTGGATTGTTGTGAG
pme2 General Monpme?2 GCCATCACCGCCTCTGGT GTAGAGGTGGACCATTGTTCCC

pme3 General Monpme3 GTGCCGGATCTGTCTACCTTG CCCAGGTCTTGTAGTTGCTACCC
cutl General Moncutl TCCGGTTACTCCCAAGGAGG CGTGACAGATGATCTTGGTCTTTG

3.7.3. Secuenciacion de ARN (RNAseq)

ARN total, extraido de las muestras de nectarina infectada con M. fructicola 38C
y M. fructigena Mgena6 en oscuridad y tras pulsos de luz de 5 minutos y 14 h, fue
enviado para secuenciar a Macrogen usando tecnologia Illumina y un kit de
preparacién de librerias TruSeq Stranded mRNA (Illumina). Se enviaron 3 réplicas
biolégicas por aislado, tiempo y condicién luminica y se generaron archivos “Raw
Data” en formato .fastq conteniendo lecturas “paired end” de 151 pb con los

adaptadores sin eliminar.
3.8. Herramientas bioinformaticas

3.8.1. Prediccién de proteomas

La prediccion del proteoma de las tres especies de Monilinia se realizé con el
servicio en linea WebAUGUSTUS (Hoff & Stanke, 2013) utilizando la
configuracién predeterminada, B. cinerea como modelo de entrenamiento y la
secuencia genomica disponible de M. fructicola 38C, M. laxa 8L y M. fructigena
Mgena6.

3.8.2. Anotacion funcional de Gene Ontology e identificacion de genes
de interes
La anotacién funcional por “Gene Ontology” (GO) se llevé a cabo usando el

programa OmicsBox 3.0.30 (Gétz et al., 2008) y los proteomas predichos de cada

especie de Monilinia.

En el caso de la identificacion y anotacion de genes codificantes para CAZymes se
realizaron consultas en la base de datos dbCAN3 (Zheng et al., 2023) y los

proteomas predichos en cada especie de Monilinia.
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Las proteinas NEP1-like se identificaron en los proteomas predichos de Monilinia
spp. utilizando la anotacién funcional generada con el programa OmicsBox 3.0.30
(Gotz et al. 2008) y se confirmaron mediante una bisqueda BlastP en la base de
datos UniProt (consultada el 23 de junio de 2023) del siguiente polipéptido:
«AIMYSWYFPKDMPSTDFGHRHDWE», como se describe en S. Schumacher et al.
(2020). Los péptidos sefial para todos los NLPs se identificaron utilizando SignalP
6.0 (Teufel et al., 2022).

Por ultimo, los genes codificantes para proteinas fotorreceptoras se identificaron
usando la anotacién funcional generada con el programa OmicsBox y la
herramienta BLAST incluida en el software NCBI Genomic Workbench ch

(https'//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/), apoyindonos en la lista de

fotorreceptores descrita para M. /laxa 8L por Rodriguez-Pires et al. (2021b).

3.8.3. Construccion de arbol filogenético

La historia evolutiva de la proteina FAR1 se analiz6 mediante la construccion de
un arbol filogenético realizado siguiendo el método de maxima verosimilitud
(Maximun Likehood, ML) y el modelo Jones-Taylor-Thorton (JTT) usando para ello
el programa MEGA X (Kumar et al.,, 2018). Se seleccionaron 46 secuencias
aminoacidicas pertenecientes a distintas especies dentro de la clase Leotiomycetes
obtenidas de la base de datos InterPro (consultada en diciembre de 2022; Paysan-
Lafosse et al., 2023).

3.8.4. Analisis transcriptémicos de expresion diferencial

Estos analisis se llevaron a cabo usando multiples herramientas incluidas en el
programa CLC Genomic Workbench 22.0.3 (https://digitalinsights.qiagen.com).
Los archivos formato *.fastq proporcionados por Macrogen con las lecturas en
crudo fueron limpiados para eliminar adaptadores. A continuacion, las lecturas se
mapearon con el genoma disponible de Prunus persica para seleccionar las lecturas
especificas de hongos y almacenarlas en un archivo de lecturas sin mapear. Este
archivo se utilizé posteriormente para el mapeo especifico de las lecturas con el
genoma disponible de M. firucticola 38C o M. fructigena Mgena6 utilizando CLC
Genomics Workbench 22.0.3, Se realizaron analisis de componentes principales
(PCA) para evaluar preliminarmente las diferencias en la expresién génica global
normalizada entre las muestras. Los analisis de expresiéon diferencial entre

muestras se realizaron utilizando la oscuridad como grupo de control, considerando
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que un transcrito se expresaba diferencialmente cuando el valor absoluto del Log2
de la variacién en los niveles de expresién encontrados (Logz FC) era superior a
dos, tenia un valor p-FDR < 0,05 y tenia un valor TPM superior a 20 en al menos

una condicion.

3.8.5. Analisis de enriquecimiento en términos GO

Los analisis de enriquecimiento en términos GO fueron realizados usando la
herramienta “Gene Set Test” incluida en el software CLC Genomics Workbench
22.0.3, las anotaciones funcionales generadas con OmicsBoxs y los resultados de
los analisis de expresion diferencial entre muestras. Los parametros para definir
un gen expresado diferencialmente (DEG) fueron un valor absoluto de Logs FC

superior a dos y un valor p < 0,05.

3.8.6. Diseiio de cebadores

Una vez los genes de interés fueron identificados y seleccionados, la secuencia
genémica de las 3 especies se compard usando MEGA X para seleccionar posibles
regiones idénticas entre las tres especies en las que disenar los cebadores. Dichas
regiones, para ser consideradas adecuadas, debian encontrarse en el extremo 3’
del gen. En caso de no encontrar una regiéon adecuada se diseniaron cebadores para
cada especie de Monilinia de forma individual. Los cebadores se disenaron usando
el programa Vector NTI, con una Tm en torno a los 55 °C, un %GC en torno al 50%,

una longitud aproximada de 20 pb y un produciendo un amplicon entre 200-300
pb.

3.8.7. Visualizacion y prediccién de estructuras 3D

El modelo de estructura 3D de las NLPs se obtuvo de la base de datos AlphaFold
(Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022; consultada en enero de 2024). Se utilizé
el programa PyMOL Molecular Graphics version 2.0 para visualizar y resaltar los
cambios de aminoacidos en la estructura 3D de NEP1 y NEP2. La prediccion de
estructuras de oligdémeros de proteinas se realizé en el servidor ColabFold
AlphaFold-Multimer con la configuraciéon predeterminada, se generaron 5 modelos
a partir de cada prediccion y cada modelo se recicl6 tres veces; el mejor modelo
basado en la prueba de diferencia de distancia local predicha (pLDDT) se trazé
para cada prediccién junto con su matriz de error de alineacién predicha (PAE)
(Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2022).
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3.8.8. Comparativa de ORFs y promotores

Se utiliz6 el programa GeneDoc para construir los alineamientos de secuencias por
pares de las regiones promotoras y ORF de neply nepZ2en 38C, 8L y Mgena6. Las
busquedas de motivos en la secuencia promotora de neply nepZ se realizaron con
CLC Genomics Workbench 22.0.3

3.9. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa Statgraphics Centurion 19.0
(https://www.statgraphics.com/). Los datos se analizaron mediante la prueba de
ANOVA. Las comparaciones entre grupos se realizaron con las pruebas de rangos
multiples de Student-Newman-Keuls o Tukey para la velocidad de crecimiento
diario en placas y produccion de conidias. Se utilizé la prueba de comparacion
multiple de Bonferroni para realizar comparaciones entre grupos en los

experimentos de infeccién en fruta.

Los niveles de expresion génica se calcularon mediante el método 24ACt con la
histona H3 como gen de control interno (Schmittgen & Livak, 2008). Los anélisis
de expresion diferencial entre muestras se realizaron utilizando la oscuridad como
grupo de control, considerando que un transcrito se expresaba diferencialmente
cuando el valor absoluto del Logez de la variaciéon en los niveles de expresién
encontrados (Logz FC) era superior a dos. Las comparaciones entre grupos se

realizaron con la prueba de rangos multiples de Student-Newman-Keuls tras el
analisis de ANOVA.
3.10. Metodologia especifica para cada uno de los objetivos

En las figuras 3.1 a 3.4 se recoge de forma esquematica la metodologia y flujo de
trabajo empleados para lograr la consecucién de los 4 objetivos presentes en esta

tesis.
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Crecimientoy esporulacion

Condicdones de iluminacidn:

+  Luzblanca generada con tubos
fluorescentes Osram36W/954
“daylight”

+  2fotoperiodosde 8hv 12 h deluz

+  Control en oscuridad continua

+ Placasa 25 cm de la fuente de luz

+  Temperatura controlada entre los
20-25°C

+ S replicas biolégicas por condicion
de luz v fotoperiodo

Toma de mediciones:

+ 2 diametros perpendiculares
comenzando el tercer dia de ensayo

*  Analisis de regresion para calcular
la tasa de crecimiento diario
(mm day1)

Conteode comdias:

* Raspado de la superficie de cada
placa tras afiadir b mL de agua
estéril

» Filtrado porlana de vidrio para
eliminar micelio

»  Conteo usando hemocitémetro

Anslisi fistico:

- ANOVA

*  Medias entre grupos comparadas
mediante el método Tukey

Momilinia fructicola

7 dias 1C

PDA

25°C
Oszcuridad
continua

Filtrado con lada dﬂ
vidrio estéril
10% conidias mL!

Expresion génica In Vitro

Condiciones de iluminacion:

*  Luz blanca generada con tubos
fluorescentes Osram H8W/840
“Cool White”

«  Frascos de cristal conteniendo 100
mL de PDB inoculados con conidias
de M fructicola 38C

*  Incubacidn de 6 dias en oscuridad

*  Pulsos de luz de 5 minutos, 1, 2.5,
5v 14 horas

*  Control en oscuridad continua

*  Frascosa 25 cm de la fuente de luz

+  Temperatura controlada entre los
20-25°C

* 3 replicas bioldgicas por condiecidn
de luz, ensayo completorepetido 2

veces

Extraccion RNA:

*  Muestras ultracongeladas en
nitrégeno liquido

*  Homogeneizadas usando morteroy
pistilo

* RNA total extraido usandoun
método basado en TRIreagent
adaptado a Moniliniaspp.

Expresion génica sobre

fruta

Condiciones de iluminacidn®

Luz blanca generada con tubos
fluorescentes Osram 58W/840
“Cool White”

Nectarinas variedad Red Jim
recogidas en estado optimo de
maduracion comercial, inoculadas
sin herida en tres puntos con
conidias de M fructicola 38C
Incubacion de 24 horas en
oscuridad

Pulsos de luz de 5 minutos, 1, 2.5,
5v 14 horas

Control en oscuridad continua
Frutaa 25 cm de la fuente de luz
Temperatura controlada entre los
20-25°C

3 replicas biolégicas por condieion
de luz, ensayo completorepetido 2
veces

Extraccion RINA:

Muestras ultracongeladas en
nitrogeno liquido

Homogeneizadas usando morteroy
pistilo

RNA total extraide usando un
método basado en CTAB adaptado
a Monilinia spp.

Analisisde expresion génica

Anotacion funcional del probeoma predicho Identificacidon de genes fotosensores:
*  (Genoma secuenciado de M frucicola 38C » Blast del NCBI Genomic Workbench
*  OmicsBox software 22 0.3 * Basado enuna lista de posibles fotorreceptores en M. laxay B. cinerea
Anahss de transcriptamica por RNAseq: Expresion diferencial por RTqPCR-

RNA total de muestras de luz v oscuridad, a 5 minutos v 14 horas, de +  Cebadores disefiados en Veetor NTI

38C sobre nectarina + 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems)
*  Secuenciado por Macrogen usando tecnologia Illumina +  GoTaqqPCR Master Mix
* Lecturas crudas de 150 pb procesadas v mapeadas contra el genoma de +  Genhistona 3 (H3) como control interno

M. fructicola 38C usando CLC Genomics Workbench + 3 replicas técnicas analizadas por cada replica biologica
*  Analisis de expresion diferencial entre muestras de luzy oscuridadenlos +  Expresién diferencial relativa calculada usando el método 2:44C
distintos tiempos

»  Analisis de enriguecimiento en términos GO en los genes
diferencialmente expresados en todas las comparativas usando la
herramienta “Gene Set Test” en CLC Genomics Workbench

Figura 3.1. Representacion esquematica de la metodologia empleada para cumplir con el objetivo 1 presentado

en esta tesis.
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Crecimientoy esporulacion

Condiciones de iluminacién:

* Luzrojay azul generada con tubos
fluorescentes Sylvania
F36W/T8/Red y “F36/T8/Blue

»  2fotoperiodosde 8hy 12 h de luz

* Control en oscuridad continua

*  Placasa 25 cm de la fuente de luz

+  Temperatura controlada entre los
20-25°C

* 5 replicas biologicas por condicion
de luz y fotoperiodo

Toma de mediciones:

« 2 diametros perpendiculares
comenzando el tercer dia de ensayo

*  Analisis de regresién para caleular
la tasa de erecimiento diario
(mm day?)

Conteode comdias:

* Raspado de la superficie de cada
placa tras afadir 5 mL de agua
estéril

»  Filtrado porlana de vidrio para
eliminar micelio

*  Conteo usandohemocitémetro

Analisi fistico:

+  ANOVA

+  Medias entre grupos comparadas
mediante el método Tukey

vidrio estéril

Monilimia fructicola

M fructicola 38C

7 dias

FDA

25°C

Oscuridad continua
Genoma disponible en
NCEBI

Filtrado con lada de

108 conidias mL!

Expresion génica In Vitro

Condiciones de iluminacén:

* Luz rojay azul generada con tubos
fluorescentes Sylvania
F36W/T8/Red v “"F36/T8/Blue

*  Frascos de cristal conteniendo 100
mL de PDB o 1% nectarine
inoculados con conidias de A/
fructicola 38C auna concentracion
final de 10° conidias mL1

*  Incubacion de 24 h en oscuridad en
cultive rotatorioa 150 rpm

*» Pulsosde luzde 5 minutos, 1, 2.5,
5 v 14 horas

+  Control en oscuridad continua

* Frascosa2b cm de la fuente de luz

*  Temperatura controlada entre los
20-25°C

* 3 replicas biolégicas por condicidn
de luz, ensayo completorepetido 2

veces

Extraccion RNAC

*  Muestras ultracongeladasen
nitrogeno liquido

*» Homogeneizadas usando morteroy
pistilo

* RNA total extraido usando un
método basado en TRIreagent para
las muestras cultivadas en PDB y
CTAB enel caso de las muestras
cultivadas en 1% nectarine

Metodologia

Expresion génica sobre
fruta

Condiciones de lluminacién:

*  Luz blanca generada con tubos
fluorescentes Osram 58W/840
“Cool White”

»  Nectarinas variedad Red Jim
recogidas en estado optimo de
maduracion comercial, inoculadas
sin herida en tres puntos con
conidias de M frueticola 38C

* Ineubacién de 24 horasen
oscuridad

*  Pulsos de luz de 5 minutos. 1, 2.5,
5y 14 horas

*  Control en oscuridad continua

*  Frutaa 25 cm de la fuente de luz

*»  Temperatura controlada entre los
20-25°C

* 3 replicas biolégicas por condicion
de luz, ensayo completo repetido 2
veces

Incidencia de la enfermedad:
*  Presencia/ausencia de sintomas de
podredumbre parda tras 14 h de

iluminacion

Extraccion RNA:

v Muestras ultracongeladas en
nitrogeno liquido

+ Homogeneizadas usando morteroy
pistilo

+  RNA total extraido usando un
método basado en CTABadaptadoa
Monilinia spp.

Analisis de expresion génica

Expresion diferencial por RT-qPCR-

*+ Cebadores disefiados en Veetor NTI

+ 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Bicsystems)

*  GoTaggPCR Master Mix

+  Cenhistona 3 (H3) como control interno

* 3 replicas técnicas analizadas por cada replica biologica

«  Expresién diferencial relativa caleulada usando el método 244C

Figura 3.2. Representacion esquematica de la metodologia empleada para cumplir con el objetivo 2 presentado

en esta tesis.
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Ensayos de infeccidon

Condiciones de iluminacién:
+  Luz blanca generada con tubos
fluoresecentes Osram 58W/840

“Cool White”

*+  Grupocontrol en oscuridad
continua

Material biclogico:

+ Nectarinas variedad Red Jim
recogidas en estado optimo de
maduracion comereial, inoculadas
sin herida en tres puntos

* Discos de PDA con miceliode 14
fruetigena Mgenab

*  Frutaa 25 emde la fuente de luz

* Temperatura controlada entre los
20-25°C

Tiemposy toma de muestras:
* Incubaciénde 24 horasen
oscuridad

+ Pulsosdeluzde 5 minutos, 1, 2.5, 5
v 14 horas

+ 3 replicas biolégicas por condicidon
de luz, ensayo completorepetido 2
veces

Monilinia fructigen.

M. fructigena Mgenab
7 dias

PDA

25°C

Oscuridad continua
Genoma disponible en
NCEI

Analisis transeriptomico

Extraccion RNA:

+  Muestras ultracongeladas en
nitrégeno liquide

+ Homogeneizadas usando morteroy
pistilo

+  RNA total extraido usando un
métodobasadoen CTAB adaptadoa
Moniliniaspp.

Anilisis de transcriptémica por

RNAseq:

=  RNAtotalde muestrasdeluzy
oscuridad. a 5 minutos ¥ 14 horas

»  Secuenciado por Macrogen usando
tecnologia Illumina

»  Lecturas crudas de 150 pb
procesadas v mapeadas contra el
genoma de M fructigenaMgenab
usando CLC Genomics Workbench

«  Analisis de expresion diferencial
entre muestras de luz y oscuridad
en los distintos tiempos v entre las
muestras de distintos tiempos en
condiciones de luz u oscuridad

Verificacion por RTqPCR

+  Cebadores disefiados en Vector NTI

+ 7500 Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems)

+  GoTaq qPCR Master Mix

+  Genhistona 3 (H3) como control
interno

+ 3 replicas técnicas analizadas por
cada replica bioldgica

+  Expresion diferencial relativa
caleulada usando el método 2-44C

Proteoma, Gene Ontology y
enriquecimiento

Prediccion de proteoma:

+  Servieio WebAUGUSTUS

*  Genoma secuenciado de 3
fruetigena Mgenab

»  Modelo entrenado para Botrytis
cinerea

Anotacién funcional del proteoma

predicho
+  Proteoma predichode AL
frucigenaMgenab

*  OmicsBox software 22.0.3

Analisis de enriquecimiento:

»  Términos GO sobrerrepresentados
en los genes diferencialmente
expresados en todas las
comparativas

*  Herramienta “Gene Set Test” en
CLC Genomies Workbench

Figura 3.3. Representacion esquematica de la metodologia empleada para cumplir con el objetivo 3 presentado

en esta tesis.
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Suspension de conidias:
* M frueticolay M. laxa
+ Filtrado conlada de

vidrio estéril
+ 108 conidias mL1!
Discos miceliares:

* M fructigena
* 0.5 cm de diametro

e

\

Ensayosde crecimiento

Condiciones :
e M fructicola 38C y M. fructigena
Mgena6

+ Placasa 25 cm de la fuente de luz

*  Temperatura controlada entre los
20-25°C

* 5 replicas bioldgicas por condiciéon
de luz y fotoperiodo

Toma de mediciones:

* 2 diametros perpendiculares
comenzando el tercer dia de ensayo

*  Analisis de regresién para calcular
la tasa de crecimiento diario

(mm dayl)
Analisi fistico:
|« ANOVA

\ ¢ Student-Newman-Keuls para
. comparar medias entre grupos

Moniliniaspp.

7 dias en PDAa 25°C
Oscuridad continua
Genomas disponibles en NCBI

@0

Inoculo e iluminacion

Condiciones de iluminacién:

Luz blanca generada con tubos
fluorescentes Osram36W/954
“daylight”

Luz roja, azul. verde y ultravioleta
cercano generada con tubos
fluorescentes Sylvania
F36W/T8/Red. F36/T8/Blue.
F36W/T8/Greeny TL-D Philips
36W respectivamente

Control oscuridad continua

v

Ensayos de infeccion

Condiciones :

M. fructicola 38C, M. fructigena
Mgena6y M Jaxa 8L

Nectarinas variedad Red Jim
Inoculacion con 3 gotas de
suspensién de conidias o 3 discos
miceliares, sin herida

Incubacion de 24 horasen
oscuridad

Pulsos de luz de 5 minutos, 1, 2.5,
5y 14 horas

Control en oscuridad continua
Fruta a 25 cm de la fuente de luz
Temperatura controlada entre los
20-25°C

3 replicas bioldgicas por condicién
de luz, ensayo completo repetido 2
veces

Incidencia de la enfermedad:

Presencia/ausencia de sintomas de
podredumbre parda tras 14 h de
iluminacién

Metodologia

/" Identificacién de genes

CAZymes:
*  Anotacion GO usando OmicsBox
software
* Base de datos dbCANS para
identificar CAZymes
NLPs:

Anotacion GO usando OmicsBox
software

BlastP en la base de datos de
Uniprot usando una secuencia
polipeptidica predefinida
Peptidosenal de las NLPs
identificado con SignalP 6.0
Predicciones de estructura 3D
obtenidas de la base de datos
Alphafold y predichas
manualmente en el servidor
ColabFold AlphaFold-Multimer

Genes fotoreceptores:

Blast del NCBI Genomic
Workbench

Basado en una lista de posibles
fotorreceptoresen M. laxay B.
cinerea

Analisisde expresion génica

Extraccion RNA:

Expresion diferencial por RTqPCR-

Muestras ultracongeladas en
nitrégenoliquido
Homogeneizadas usando morteroy
pistilo

RNA total extraido usando un
método basado en CTAB adaptado
a Moniliniaspp.

Cebadores disefiados en Vector NTI
7500 Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems)

GoTaq qPCR Master Mix

Gen histona 3 (H3) como control
interno

3 replicas técnicas analizadas por
cada replica biologica

Expresion diferencial relativa
calculada usando el método 244C

Figura 3.4. Representacion esquematica de la metodologia empleada para cumplir con el objetivo 4 presentado

en esta tesis.
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4. Resultados

4.1. Efecto de la luz sobre el desarrollo de la enfermedad y el
crecimiento de la especie Monilinia fructicola y sus

fotorreceptores.

4.1.1. Efecto de la luz en la tasa de crecimiento y esporulacion de M.

fructicola

Con el objetivo de evaluar el efecto de la luz blanca de espectro completo sobre el
crecimiento y esporulacién de M. fructicola 38C, se llevaron a cabo ensayos in vitro
sobre medio de cultivo PDA y se calcularon tanto la tasa de crecimiento diario como
los niveles de esporulacion al final del experimento de M. fructicola 38C, usando el
aislado 1C como control. Se observo que M. fructicola 38C crecié mas rapidamente
que M. fructicola 1C en todas las condiciones probadas (Figura 4.1). Ambos aislados
mostraron diferencias en el desarrollo de las colonias en respuesta a luz blanca de
espectro completo. La velocidad de crecimiento de ambos aislados de M. fructicola

se vio afectada por el fotoperiodo de 12 h de luz, mientras que el fotoperiodo de 8 h

Figura 4.1. Efecto de la luz blanca
sobre dos cepas de M. fructicola tras
siete dias de incubacion. (a) M.
fructicola 38C expuesta a un
fotoperiodo de luz blanca de 12h; (b)
M. fructicola 1C expuesta a un
fotoperiodo de luz blanca de 12h; (c)
M. fructicola 38C expuesta a
oscuridad  continua; (d) M.
fructicola 1C expuesta a oscuridad

continua.
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de luz sdlo afecté de forma significativa la velocidad de crecimiento M. fructicola
38C (Figura 4.2 Ay B).

El efecto de la luz sobre la esporulacién de ambos aislados fue diferente (Figura 4.2
C y D). La esporulacién de M. fructicola 38C se redujo en los dos fotoperiodos
estudiados, mostrando una mayor reducciéon en los niveles de producciéon de
conidias bajo el fotoperiodo de 12 h de luz. Por el contrario, la luz no tuvo ningin

efecto sobre la esporulacion de M. fructicola 1C.

A 1 B 12

10 10

Tasa de crecimiento diario
[=%

Tasa de crecimiento diario
(=%

1C iC 38C 38C 1C 1C 38C 38C
Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad

Produccion de conidias
Produccion de conidias

a b a b

1C 1C 38C 38C 1C 1C 38C 38C
Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad

Figura 4.2. Efecto de dos fotoperiodos diferentes de luz blanca sobre la tasa de crecimiento micelial y la esporulacion
de dos cepas de M. fructicola, 38C y 1C, tras siete dias de incubacion. (A) tasa de crecimiento micelial bajo
fotoperiodo de luz de 8h; (B) tasa de crecimiento micelial bajo fotoperiodo de luz de 12h; (C) esporulacién bajo
fotoperiodo de luz de 8h; (D) esporulacién bajo fotoperiodo de luz de 12h. Los datos son la media y la desviacién
estandar de dos ensayos completos con cinco repeticiones cada uno. Las barras con la misma letra en cada

gréfico no fueron significativamente diferentes segin el test multiple de Tukey.
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4.1.2. Maquinaria de deteccion de luz en M. fructicola 38C.

Usando la secuencia genémica disponible para M. fructicola 38C y basandonos en
el mecanismo fotorreceptor descrito previamente en B. cinerea y M. laxa
(Schumacher, 2017; Rodriguez-Pires et al., 2021b), se identificaron en el genoma
de M. fructicola 38C catorce genes que codifican proteinas potencialmente
relacionadas con el proceso de deteccién de la luz y respuesta a la misma (listadas
en la Tabla 4.1). Las secuencias aminoacidicas de dichas proteinas estdn bien
conservadas y comparten un gran grado de similitud con las encontradas en B.
cinereay M. laxa (Tablas 4.1y 4.2).

La arquitectura de dominios conservados en los fotorreceptores de M. fructicola
38C concuerda con estudios anteriores. Se encontraron tres fitocromos,
fotorreceptores para luz roja que son sensibles a la proporcién entre rojo/rojo lejano
(Mfephyl, Mfephy2y Mfephyd). Estas proteinas contienen un médulo PAS-GAF-
PHY sensible a la luz, ademas de dominios que suelen encontrarse en las histidinas
quinasas hibridas (HK). Para la deteccién de luz verde, M. fructicola 38C cuenta
con dos fotorreceptores tipo opsinas, Mfcoply MfcopZ. Las opsinas son bombas de
protones accionadas por la luz verde integradas en la membrana celular unidas
covalentemente a un residuo “all-trans’ retinol cumpliendo la funcién de
cromoOforo. Para la deteccion de la luz azul existen muchas proteinas no
relacionadas, comtUnmente denominadas LOVs, con un dominio LOV (Light,
Voltage, Oxygen) unido a un dinucleétido de flavina adenina (FAD/FMN). M.
fructicola 38C tiene tres posibles fotorreceptores de dos grupos distintos de LOVs,
a saber, L1, que son factores de transcripcién de zinc de tipo GATA (Mfewell y
Mfewel2), y L2, un grupo de proteinas con un dominio LOV conservado, pero que
carecen de cualquier dominio efector (Mfevvdl). El Gltimo grupo de fotorreceptores
encontrado en el proteoma predicho de M. fructicola 38C fueron 2 criptocromos,
Mftecryl y Mfeery2. Estas proteinas son muy similares a las fotoliasas, pero han
adquirido una funcién de senalizacién. Detectan la luz cercana al UV/azul con
metiltetrahidrofolato (MTHF) como pigmento antena y FAD como croméforo
fotocatalitico, ambos unidos covalentemente a dominios de unién a PHR y FAD.
Otro componente importante de la maquinaria de deteccién y senalizacion de la
luz es la familia de proteinas velvet, que vincula el desarrollo y el metabolismo

secundario con la luz. En M. fructicola se encontraron 4 proteinas pertenecientes
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a esta familia: Mfevell, Mfevel2, Mfevel3 y Mtevel4 (Figura 4.3). La Anotacién

Funcional GO confirma la posible funcién de estos genes (Tabla 4.2).

MFCCRY1

646 aa

684 aa
MFCWCL1 GATA
eessssssssssssssmmmn  PAS 9 _PAS_hPAS_* 1106 aa
MFCWCL2
GATA
—PAS_ﬁ 489 aa
MFCVVD1

mm( PAS 9 jum 237 aa

MFCOP1

Bac_ 310 aa
rhodopsin

MFCOP2

rhodopsin

HistKA HATPase C
MFCPHY1 =

GAF ﬂ + 1612 aa
yes

MFCPHY2 HistKA

GAF —— 122122
—@— -

MFCPHY3

HistKA
s o @B

MFCVEL1

mmivelvet, velvet 609 aa

P—

MFCVEL2

— velvet )m 445 aa
MFCVEL3 200 aa

mvelvet velvet 497 aa
i

MFCVEL4
el Vety velvet mm395 aa

it

Figura 4.3. Arquitectura de los dominios predichos en fotorreceptores y proteinas de la familia velvet en Monilinia
fructicola 38C. DNA_photolyase (PF00875), FAD_binding (PF03441), PAS_9 (PF13426), PAS_3 (PF08447),
GATA (PF00320), Bac_rhodopsin (PF01036), PAS_2, (PF08446), GAF (PF01590), PHY (PF00360), HisKA
(PF00512), HATPase_C (PF02518), Response_reg (PF00072), Velvet (PF11754).
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Tabla 4.1. Proteinas relacionadas con la fotorrecepcion en M. fructicola 38C y homologia de sus dominios conservados
en B. cinerea y M. laxa. 2Identificador tnico de proteina en el proteoma predicho de 38C. PFuncién de proteina
predicha basada en la anotacién funcional. <Longitud de proteina predicha en el proteoma de 38C
dIdentificador Unico de gen en el genoma de M. Jaxa 8L; identidad y cobertura BLASTP. ¢Identificador Unico

de gen en el genoma de Botrytis cinerea B05.10; cobertura BLASTP e identidad BLASTP.

Nombre ID Funcién Longitud M. laxa % % B. cinerea % %
Covertur

b d . .
gen secuencia. predica predicha’ 8L ID Identidad a B05.10 Id’ Identidad Covertura

Sensores de luz azul/ultravioleta cercano

putative MICRY1
Mfccryl MFRU_030g01000 deoxyribodipyrimidine 646 92.01 89.54 Bceeryl 77.28 99.15
photo-lyase
) MICRY2
Mfeccry2  MFRU_004g02180 DASH family 684 94.6 100 Becry? 84.36 100

cryptochrome protein

Sensores de luz azul

utative white collar-1 MIwC1
Mfcwcl MFRU_072900010 P rotein 1106 96.26 99.91 Bewell 67.38 97
Mfcwl2 MFRU_002g04340 p“tat"’ep‘:‘g;'etienc""a"z 483 MIwe2 95.65 100 Bewel2 7227 9
Mfcvvdl MFRU_006g01210 vivid PAS VVD protein 237 MIVVD1 94.09 100 Bovvdl 73.84 100
Sensores de luz verde
putative opsin-1 protein, MIOPS1
Mfcopl MFRU_001g04210 MLty 310 96.12 100 Bepopl 87.5 100
Mfcop2 MFRU_009g00610 putative opsin-like 340 MIops2 89.12 100 Bcpop2 81.47 100
protein, translocase
Sensores ratio rojo/rojo lejano
PHY?1, histidine ki MIPHYL
, histidine kinase-
Mfcphyl MFRU_022g00870 Group VI protein 1612 94.18 99.75 Bephyl 77.91 99
Mfcphy2 MFRU_023g00600 PHY?2, histidine kinase- 1221 MIPHY2 92.08 99.59 Bephy2 75.69 100
group VIII protein
Mfcphy3 ~ MFRU 005g01680  "iv: histidine Kinase- 1197 MIPHY3 93.98 100 Bephy3 76.11 97
group VIII protein
Proteinas implicadas en la respuesta a luz
Mfovell  MFRU_013goo210  velvet CUmE'eX subunit 609 MIVELL 94.39 100 Bovell 72.76 9%
Mfcvel2  MFRU_014go1690 VeIVt C°m’;'ex subunit 445 MIVEL2 95.74 94.61 Bevel2 86.92 94
Mfcvel3 MFRU_027g01050 velvet 3 497 MIVEL3 95.57 100 Bovel3 79.84 100
Mifcveld MFRU_018g00640 velvet 4 395 MIVEL4 95.16 98.4 Boveld 87.11 95
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Tabla 4.2. Anotacion funcional y términos GO de genes relacionados con la fotorrecepcién identificados en el proteoma
predicho de M. fructicola 38C.

. PR Nombre
Gen ID Proteina GOID Términos GO proteina
I . P
wdl MFRU_006g01210 C:GO:0005634 Cinucleus putative vivid
pas protein
A DA CEemAn . P:photoreactive repair; P:obsolete protein-chromophore linkage;
cryl MFRU_030g01000 PGO00’(:)()67(1)9059(733)5)0;862(9)81;055?239016829 F:lyase activity; F:organic cyclic compound binding; Lyases
T T F:heterocyclic compound binding
. DO DA . P:DNA repair; P:obsolete protein-chromophore linkage; -
cry2 MFRU_004g02180 P'GO‘OOO,GZB%’ P'GO'QOI,SZQE?’ P:GO:0060258; P:negative regulation of filamentous growth; P:negative Carbon-carbon
P:G0:0075308; F:G0O:0003913 - A L L lyases
regulation of conidium formation; F:DNA photolyase activity
P:phosphorelay signal transduction system; P:regulation of Transferring
P:G0:0000160; P:GO:0006355; P:GO:0009584; DNA-templated transcription; P:detection of visible light; phosphorus-
hyl MERU 022000870 P:G0:0016310; P:G0:0018298; P:G0:1902531; P:phosphorylation; P:obsolete protein-chromophore linkage; containing
phy 0229 F:G0:0000155; F:GO:0005524; F:GO:0009881; P:regulation of intracellular signal transduction; F:phosphorelay groups;
C:G0:0005737 sensor kinase activity; F:ATP binding; F:photoreceptor activity; Histidine
C:cytoplasm kinase
P:phosphorelay signal transduction system; P:regulation of Transferring
P:G0:0000160; P:GO:0006355; P:G0O:0009584; DNA-templated transcription; P:detection of visible light; phosphorus-
hv2 MERU 023000600 P:G0:0016310; P:G0O:0018298; P:G0O:1902531; P:phosphorylation; P:obsolete protein-chromophore linkage; containing
phy: 0230 F:G0:0000155; F:GO:0005524; F:GO:0009881; P:regulation of intracellular signal transduction; F:phosphorelay groups;
C:G0:0005737 sensor kinase activity; F:ATP binding; F:photoreceptor activity; Histidine
C:cytoplasm kinase
P:phosphorelay signal transduction system; P:regulation of Transferring
P:G0:0000160; P:GO:0006355; P:GO:0009584; DNA-templated transcription; P:detection of visible light; phosphorus-
hy3 MERU 005001680 P:G0:0016310; P:G0:0018298; P:G0:1902531; P:phosphorylation; P:obsolete protein-chromophore linkage; containing
Phy; 0950 F:G0:0000155; F:GO:0005524; F:G0O:0009881; P:regulation of intracellular signal transduction; F:phosphorelay groups;
C:G0:0005737 sensor kinase activity; F:ATP binding; F:photoreceptor activity; Histidine
C:cytoplasm kinase
A DA DA . P:phototransduction; P:obsolete protein-chromophore linkage;
opl MFRU_001g04210 Egggggég% iggggégégi ?:%%%%3146202201 P:ion transmembrane transport; F:ion channel activity; Translocases
T T I F:photoreceptor activity; C:integral component of membrane
~A- DA DA X P:phototransduction; P:obsolete protein-chromophore linkage;
op2 MFRU_009g00610 iggggg;g% zggggégég? 2%%%%31‘;202201 P:ion transmembrane transport; F:ion channel activity; Translocases
T T T F:photoreceptor activity; C:integral component of membrane
A A CeemA. P:regulation of DNA-templated transcription; F:zinc ion putative white
well MFRU_072g00010 P:G0:0006355; F:G0O:0008270; F:GO:0043565 binding: F:sequence-specific DNA binding collar 1 protein
P:G0:0006355; F:GO:0008270; F:G0O:0043565; P:regulation of DNA-templated transcription; F:zinc ion putative white
wel2 MFRU_002g04340 C:G0:0005634 binding; F:sequence-specific DNA binding; C:nucleus collar-2 protein
P:G0:0030435; C:G0:0005634; C:G0O:0005737; P:sporulation resulting in formation of a cellular spore;
vell MFRU_01300210 C:G0:0016021 C:nucleus; C:cytoplasm; C:integral component of membrane Velvet 1
putative
vel2 MFRU_014g01690 P-GO:0030435: C:GO:0005634: C:GO:0005737 P:sporulation resgltlng in _for_matlon of a cellular spore; developmental
C:nucleus; C:cytoplasm regulator
protein
A . putative velvet
vel3 MFRU_027g01050 C:G0:0005634 C:nucleus 3 protein
vel MFRU_018g00640 C:G0:0005634 Cinucleus putative vea

protein

4.1.3. Perfiles transcripcionales en luz y oscuridad en M. fructicola.

Una vez identificada la bateria de genes codificantes de posibles fotoreceptores

pasamos a determinar si M. fructicola 38C podia sentir la luz midiendo o

encontrando genes cuyos niveles de expresion estuviesen modificados por la
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presencia o ausencia de luz. Para ello el efecto de la luz blanca sobre el perfil
transcripcional de M. fructicola 38C se comprobd mediante técnicas de
secuenciacion masiva RNAseq usando ARN extraido de tejido de nectarinas
infectadas con M. fructicola 38C. Tras un periodo de incubacién en oscuridad de 24
h y 14 h de exposicién a luz blanca de espectro completo, no se encontraron
sintomas de enfermedad en ninguna muestra. Se realiz6 un analisis
transcripcional comparativo entre muestras de tejido de fruta infectada por M.
fructicola 38C tras 5 minutos y 14 h de irradiacién con luz blanca y oscuridad
continua. La mayoria de los transcritos que M. fructicola 38C expresé durante el
proceso de infeccion, 6.309 a los 5 min de iluminaciéon y 4.800 tras 14 h, no
mostraron diferencias significativas en los niveles de expresién causadas por las
condiciones de iluminacién. Se encontré que un grupo significativo de genes, 3.612
a los 5 min de iluminacién y 4.927 tras 14 h, que no eran expresados por el hongo
(no deteccién de lecturas mapeadas). Sin embargo, se pudo determinar un conjunto
de transcritos que cambiaron su perfil de expresion afectados por las condiciones
de luz, 165 a los 5 min y 359 después de 14 h de iluminacién (Tabla 4.3).

Entre los 165 genes de 38C que mostraron una expresion modificada tras 5 min de
exposicion a la luz blanca de espectro completo, 126 de ellos estaban regulados al
alza, mientras que los 39 restantes estaban regulados a la baja. A las 14 h de
1luminacién, el numero de transcritos regulados al alza era de 188, lo que suponia
un aumento del 49,2%, y la cantidad también crecia hasta 171 para los genes
reprimidos por luz, lo que significaba un aumento del 47,0%. Las muestras a los 5
min y a las 14 h de iluminacién compartian 34 transcritos regulados al alza y 9
regulados a la baja (Tabla suplementaria 4.1). Las lecturas brutas
correspondientes a este experimento de RNAseq estan disponibles en el NCBI bajo
el nimero de acceso PRJNA1011491.

Tabla 4.3. Resumen de los resultados del analisis RNAseq.

Analisis RNAse N© transcritos NO transcritos N© transcritos sin NO transcritos sin
q inducidos reprimidos cambios expresion
S minutos Juz vs. 126 39 6,300 3,612
oscuridad continua
14 luz vs. 188 171 4,800 4,927

oscuridad continua
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Usando el paquete informatico CLC Genome Workbench (Qiagen) realizamos un
analisis de enriquecimiento en términos GO entre los DEGs en nuestros resultados
de secuenciacion de ARN para las categorias de proceso biolégico, “componente de
la pared celular” y “funciéon molecular”. En total, encontramos 165 términos GO
diferentes para la comparacién de 5 min y 125 para la comparacién de 14 h (figura
4.4). Los términos GO ma4s sobrerrepresentados a los 5 min y a las 14 h tras la
irradiacién fueron “proceso metabdélico peptidico” (14 hpi) y “proceso metabélico” (5
mpi) para la categoria de “proceso biolégico”,” parte citoplasméatica” (14 hpi) y
“parte de membrana” (5 mpi) para la categoria de “componente celular”, y
“actividad oxidorreductasa” (14 hpi) y “actividad catalitica” (5 mpi) para la

categoria de “funcion molecular”.

Luz vs. Oscuridad (5 minutos)

Funcion molecular

Componente celular

Proceso biologico

=

20 40 60 80 100 120
#terminos GO

Luz vs. Oscuridad (5 minutos)

Funcion molecular

Componente celular

Proceso biologico

L=

20 40 60 30 100 120

#terminos GO

Figura 4.4. Distribucion de términos GO por categoria en los DEG a los 5 minutos y a las 14 horas tras la irradiacién

con luz blanca de espectro completo.
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Se puede observar un cambio en la actividad transcripcional en M. fructicola 38C
debido a la exposicion a la luz, basandonos en el nimero de DEGs y cuales genes
se transcriben. Los términos GO “proceso metabdlico de los carbohidratos”,
“proceso catabodlico de los polisacaridos”, “region extracelular” y la “actividad
hidrolasa” también se encuentran enriquecidos entre los DEGs de M. fructicola
38C. Esto sugiere que la luz podria tener una funcién reguladora en la produccién
de enzimas activas de carbohidratos (CAZymes), algunas de las cuales estin
relacionadas con el proceso de degradacion de la pared celular del hospedador

actuando, por tanto, como factores de patogenicidad para M. fructicola.

4.1.4. Fotorregulacién de genes fotorreceptores en M. fructicola.

Determinados los niveles de expresion en las diferentes condiciones, se presto
especial atencion a los niveles de los genes codificantes de fotoreceptores. Entre los
DEGs descritos en los andlisis de expresion diferencial por RNAseq sélo uno de los
genes codificantes de fotorreceptores estaba presente, Mfcvvdl. La expresion
génica del resto de los fotorreceptores predichos no se vio afectados por la luz (Tabla
4.4), o mostraron valores de expresién muy bajos (medidos como transcritos por
millén de kilobases, TPMs). Buscando transcritos regulados al alza que pudieran
estar relacionados con la fotorrespuesta en M. fructicola 38C encontramos el gen
MFRU_021g00620.1, denominado a partir de ahora Mfefarl, que se encuentra
significativamente regulado al alza en luz sobre oscuridad en ambos fotoperiodos
(Tabla 4.4). La anotacién funcional no asigné ninguna funcién ni términos GO a
este gen.

Tabla 4.4. Valores de expresion medidos en TPMs para los genes posiblemente relacionados con la fotorrecepcién en
M. fructicola 38C.

5 minutos 14 h

Transcrito
TPM TPM Log, TPM TPM Log,

Luz Oscuridad FoldChange Luz Oscuridad FoldChange

T
MFCFAR1 657,9 34,1 43 534,4 38,2 3,6

MFCCRY1 90,5 40,2 1,2 48,4 22,8 0,9
MFCCRY2 197,5 109,6 0,9 32 26 -0,5
MFCWCL1 31,8 47,2 -0,5 24,4 21,7 0

MFCWCL2 64,4 41 0,7 35,6 11,9 14
MFCVVD1 346,4 27,2 3,7 105,93 351 14
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MFCOP1 593,3 254,9 1,2 181,1 210,2 -0,4
MFCOP2 13,2 14 3,3 3,5 4,5 0,2
MFCPHY1 25,2 33,4 -0,4 111 15,6 1,2
MFCPHY2 66,6 28,1 13 33,2 11,6 13
MFCPHY3 0,7 0,2 15 0 0,5 -3,3
MFCVEL1 99,9 1417 -0,5 46,5 57,2 -0,5
MFCVEL?2 118,7 93,5 0,4 78,6 28,8 13
MFCVEL3 4 51 -0,4 1,2 0 3

MFCVEL4 20,3 23,6 -0,2 11,6 17 -0,7

4.1.5. farl, un pequefio gen codificador de proteinas regulado al alza

durante la exposicion a la luz.

Farl es una proteina de 82aa con funcién indefinida, que carece de dominios
conservados conocidos o términos GO asociados. Se han encontrado genes
homoélogos a Mfefarl en el genoma de hongos cercanos a Monilinia spp. La
herramienta BlastP en UniProt (Bateman et al., 2023) devolvié 250 coincidencias,
de las cuales 248 pertenecian al filo Ascomycota, todas ellas pertenecientes a la
subdivision Pezizomycotina, con coincidencias en seis de doce clases dentro de este
clado. Las clases mas abundantes fueron FKurotiomycetes, con 91 resultados,
incluidos los géneros Aspergillus y Penicilium spp; Sordariomycetes, con 70
resultados, incluidos géneros como Colletotrichum, Fusarium, Verticillium,
Neurospora, Magnaporthe y Rosellinia spp; y Leotiomycetes, con 58 resultados,
incluidos géneros como Botrytis, Monilinia'y Sclerotinia spp. Asi pues, Farl es una
proteina ampliamente distribuida en el filo Ascomycota, presente en algunas
especies importantes de hongos fitopatégenos y en organismos modelo bien

estudiados (Figura 4.5).
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Hongos que codifican para proteinas Farl-like
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Figura 4.5. Abundancia relativa de especies que codifican para una protenina similar a Farl en la clase Pezizomycotina.

= Yilonomycetes

= Coniocybomycetes

= Lichinomycetes
Arthoniomycetes

= Geoglassomycetes

= Laboulbeniomycetes

Al reconstruir las relaciones evolutivas utilizando la secuencia aminoacidica de la
proteina, encontramos que todas las secuencias de Monilinia spp. formaban un
clado juntas, con Sclerotinia spp. y Botrytis spp. como parientes cercanos. El resto
de clados del arbol son mucho mas inciertos, lo que sugiere funciones conservadas

en aquellos ortélogos pertenecientes a la clase Leotiomycetes (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Andlisis evolutivo de los ortdlogos de farl
mediante el método de Maxima Verosimilitud. Se
muestra el arbol con la mayor verosimilitud
logaritmica (-2766,09). Junto a las ramas se
muestra el porcentaje de arboles en los que los
taxones asociados se agruparon. El arbol esta
dibujado a escala, con longitudes de rama medidas
en nimero de sustituciones por sitio. Este an4lisis
incluyé 46 secuencias de aminodcidos. En el
conjunto de datos final habia un total de 221
posiciones. Los andlisis evolutivos se realizaron
usando MEGA X (Kumar et al., 2018)
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4.1.6. Analisis de expresion diferencial mediante RT-qPCR en M.

fructicola.

De entre los genes cuyas proteinas potencialmente relacionadas con la respuesta a
luz en M. fructicola, solo farly vvdl se expresaron diferencialmente bajo luz en
nuestro analisis transcriptémico. Estos resultados fueron confirmados mediante
RT-qPCR utilizando las mismas muestras de tejido vegetal infectado por M.
fructicola 38C que fueron objeto del analisis RNAseq, ademas de muestras en
tiempos intermedios, de 1, 2,5 y 5 h. Los genes vvdl y farl mostraron una
regulacién al alza estadisticamente significativa cuando se expusieron a la luz
blanca. vvdl aument6 en gran medida sus niveles de expresion tras un breve pulso
de luz de 5 min, disminuyendo con el tiempo, pero siendo aun significativamente

diferente a la oscuridad continua, y volviendo a aumentar en la marca temporal de

las 14 h. Los niveles de expresion de farl se incrementaron
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Figura 4.7. Cambios en la expresion
génica relativa de Mfcvwdl y Mfcfarl
tras la exposicion a la luz diurnay a la
oscuridad continua de M. fructicola 38C
cuando crece en tejido de fruta. La
escala es Log2 2 22Ct de los valores
medios del Fold Change, incluyendo
la desviacién estandar, de tres
réplicas bioldgicas, con tres réplicas
técnicas cada una, después de la
normalizacién  contra Oh  post
iluminacién usando el método 2 “AACt
(Schmittgen & Livak, 2008), con
histona H3 como gen control

enddgeno.
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tras la exposicion a la luz, alcanzando su punto maximo a las 14 h post irradiacion

cuando M. fructicola 38C crece infectando al huésped (Figura 4.7).

También nos preguntamos si la presencia del huésped modificaria el efecto de la
exposicion a la luz sobre los niveles de expresion de los fotorreceptores. Para
comprobar esta hipoétesis, se realizaron RT-qPCR de 8 de los posibles genes
codificantes para fotorreceptores. S6lo 5 de estos genes y el gen de funcién
desconocida Mfefarl aumentaron significativamente sus niveles de expresion
durante el tiempo que M. fructicola 38C estuvo expuesta a la luz al crecer en PDB
(Figura 4.8). El gen Mfevvdl, sensible a la luz azul, fue el que experimenté una up-
regulaciéon mas alta, multiplicando por seis sus niveles de expresién a una hora de
la irradiaciéon y manteniéndolos durante todo el experimento. Los genes que
codifican los fotorreceptores para luz UV/azul cryl y cry2 mostraron el mismo
patron, aumentando continuamente sus niveles de expresion, pero sin alcanzar
nunca los niveles de fotoinduccion de Mfevvdl. Mifephy2, que codifica un
fotorreceptor de luz roja, comparte el mismo perfil de expresién que cryl y cry2,

pero con un cambio general menor. Por el contrario, el fotorreceptor de luz verde

Mfevvdl Myefarl Mfecryl

Smin 1h 2.5h Sh 14h Smin ih 2.5h Sh 14h Smin ih 2.5h Sh 14h

Myecry2 Mfephy?2 Myeop?2

Cambios en la expresion génica

_1 -k e

Smin 1h 2.5h Sh 14h Smin 1h 2.5h Sh 14h Smin

Luz B Oscuridad

Figura 4.8. Cambios en la expresion génica relativa de Mfcvvdl, Mfcfarl, Mfccyrl, Mfccry2, Mfcph2 y Mfcop2 tras la
exposicion a la luz diurnay a la oscuridad continua de M. fructicola 38C cuando crece sobre PDB. La escala es Log2
2 MCt de los valores medios del Fold Change, incluyendo la desviacién estandar, de tres réplicas bioldgicas,
con tres réplicas técnicas cada una, después de la normalizacién contra Oh post iluminacién usando el método

2 4ACt (Schmittgen & Livak, 2008), con histona H3 como gen control endégeno.
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opZ2 activa su expresion a los cinco minutos de exposiciéon a la luz y alcanza su
maximo a 1 h de la iluminacién, para luego disminuir sus niveles de expresion
hasta no ser significativamente diferente de aquellos del control en oscuridad

continua (Figura 4.8).

4.2. Efecto de la luz roja sobre la podredumbre parda causada
por Monilinia fructicola e identificacion de genes
relacionados con la patogenicidad: la familia CAZyme y las

toxinas formadoras de poros.

4.2.1. Las luces roja y azul modifican el crecimiento micelial y la

formacion de conidias sobre PDA

M. fructicola 38C se sometié a la evaluaciéon de su velocidad de crecimiento y
capacidad de esporulaciéon en medio de cultivo bajo diferentes fotoperiodos de luz
fluorescente roja y azul, utilizando la oscuridad continua como grupo de control.
Las tasas de crecimiento y la esporulacion de M. fructicola 38C se vieron
significativamente influidas por la luz fluorescente roja y azul en comparacién con
la oscuridad continua en las condiciones de nuestro estudio (figura 4.9). La luz roja
siempre produjo una severa reduccién en la formacién de conidias (figura 4.10A y
C) mientras que sélo aumenté la tasa de crecimiento de M. fructicola 38C en el
fotoperiodo con 12 h de exposicién a la luz (figura 4.10B). La luz azul tuvo un efecto
totalmente diferente sobre la tasa de crecimiento y la esporulacion, reduciendo la

produccién de conidias en el fotoperiodo con més horas de exposicién a la luz (figura

Figura 4.9. Crecimiento colonial de M. fructicola 38C tras siete dias de cultivo en (a) oscuridad continua, (b)
fotoperiodo de 12 h de luz roja/ 12 h de oscuridad y (c) fotoperiodo de 12 h de luz azul/ 12 h de oscuridad.

56



Resultados

4.10A), pero induciendo siempre una reduccién de la tasa de crecimiento (figura
4.10By D).

El fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de oscuridad tuvo mayores efectos sobre la
esporulacion que el de 8 h de luz/16 h de oscuridad. La luz roja produjo una
reduccion significativa de la formacion de conidias en M. fructicola 38C en el
fotoperiodo de 8 h luz/16 h oscuridad, mientras que la luz azul no causé efectos
significativos. Por el contrario, la luz azul caus6 una disminucién muy significativa
en la tasa de formacién de conidias en el fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de

oscuridad, mientras que la luz roja inhibié completamente la esporulacién (figura

4.10C y D).
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Figura 4.10. Efecto de dos fotoperiodos diferentes de luz roja y azul sobre la tasa de crecimiento del micelio y la
esporulacion de M. fructicola 38C sobre PDA tras siete dias de incubacion. (A) produccién de conidias de M. fructicola
38C bajo luz roja y azul en un fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de oscuridad; (B) tasa de crecimiento de A
fructicola 38C bajo luz roja y azul en un fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de oscuridad; (C) produccién de conidias
de M. fructicola 38C bajo luz roja y azul en un fotoperiodo de 8 h de luz/16 h de oscuridad; (D) tasa de
crecimiento de M. fructicola 38C bajo luz roja y azul en un fotoperiodo de 8 h de luz/16 h de oscuridad. Los
datos se representan como la media y el error estdndar de dos experimentos. Las barras con la misma letra en

cada grafico no fueron significativamente diferentes mediante la prueba de rango multiple de Tukey.
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4.2.2. La luz roja y azul aumentan la velocidad de desarrollo de la

enfermedad en nectarinas

Para analizar la influencia de la luz roja y azul sobre las primeras fases de
desarrollo de la enfermedad y el proceso de infeccidén, las nectarinas inoculadas se
incubaron bajo luz fluorescente roja y azul, y un grupo de control se mantuvo en
oscuridad total. Como era de esperar, no se observaron sintomas de la enfermedad
en el grupo de control, que normalmente tiene un periodo de incubacién de dos a
tres dias antes de que aparezcan los sintomas de la infecciéon temprana. Se observo
que, en comparacion con la oscuridad continua, tanto la luz roja como la azul
aceleraban la aparicion de los sintomas de la enfermedad de la podredumbre parda
en las nectarinas (figura 4.11A, By C). Después de 24 h de incubacién en oscuridad
mas 14 horas de iluminacién, la maceracion del tejido era visible en el 50% y el
66,67% de los puntos de inoculacién bajo luz azul y roja, respectivamente (figura
4.11D). No se detecté maceracién tisular ni ningtn otro sintoma de la enfermedad

bajo luz azul o roja antes de las 14 horas de iluminacién.

Incidencia a 14 hpi A
100
80

60

%

40

Oscuridad

Figura 4.11. Test de medida de la incidencia de la enfermedad en diferentes condiciones de iluminacién. (A)
Incidencia de la podredumbre parda a las 14 h post-iluminacién para cada luz. Los datos se representan como
la media y el error estdndar de dos experimentos con tres frutos por tratamiento cada uno. Efecto de (B) la luz
roja, (C) la luz azul y (D) la oscuridad en las primeras fases de desarrollo de la enfermedad por M. fructicola
38C de. El periodo de incubaciéon fue de 38 h, con 24 h a 22 °C en la oscuridad y 14 h de iluminacién
ininterrumpida en (B) y (C).

58



Resultados

4.2.3. Impacto de la luz roja y azul en la regulacion de los genes
implicados en el proceso de degradacion de la pared celular en la

fruta y en el medio sintético

Como se ha descrito anteriormente, la luz roja y azul tenian un impacto en la
velocidad de desarrollo de la enfermedad en las primeras fases de infeccién y
colonizacién de la fruta. Estos resultados apuntaban a diferencias inducidas por la
luz en el patrén de regulacion de los genes implicados en el proceso de degradacién
de la pared celular. Para probar esta hipdtesis, se midié la expresion génica
mediante RT-qPCR en ARN extraido de muestras de M. fructicola 38C cultivadas
sobre medios de cultivo sintético PDB y 1% nectarine, asi como de tejido de

nectarina infectado, bajo estimulos de luces roja y azul de duracion ascendiente.

Como prueba inicial, determinamos si existe un control transcripcional
dependiente de la luz azul y roja en M. fructicola 38C. Para ello se estudiaron los
genes Mfevvdl y Mfefarl. La Figura 4.12 muestra que ambos genes mostraron un
aumento significativo en sus niveles de expresién génica por la luz azul en PDB en
comparacion con el grupo de control. Mfefarl también fue inducido por la luz azul

en el medio 1% nectarine y, por el contrario, significativamente reprimido por la
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Figura 4.12. Cambios en la expresion génica relativa de dos genes relacionados con la fotorrecepcion vvdI en (a)
fruto, (b) PDB y (¢) 1% nectariney farl en (d) fruto, (e) PDB y (f) 1% nectarine. La escala es Logz 2 "44Ct de
los valores medios Fold Change, incluido el error estandar, de tres experimentos separados utilizando el

método 2 “44Ct (Schmittgen y Livak, 2008), con la histona H3 como gen de control endégeno.
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luz roja y azul a las 14 h post-iluminacién sobre la superficie de la nectarina. Estos
resultados sugirieron que M. fructicola 38C es capaz de responder a la estimulacion
luminica en todos los medios de cultivo, ademas de que el medio en el que se
encuentra el hongo juega un papel importante en la regulacién de la expresion

génica del hongo.

Una vez determinado que M. fructicola 38C responde al estimulo luz en todos los
medios de cultivo ensayados, ampliamos nuestro estudio para medir los efectos de
las luces roja y azul sobre los niveles de expresiéon de nuestro grupo seleccionado
de CWDEs. Ambas luces modifican significativamente los niveles de expresion de
los ocho genes estudiados frente a las condiciones de oscuridad (Figuras 4.13 a

4.15). Adem4s, el medio de cultivo también tuvo un gran impacto en la expresién
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Figura 4.13. Cambios en la expresién génica relativa de tres genes codificantes para CAZymes en (a, d y g)
fruto, (b, e yh) PDB y (¢, f y i) 1% nectarine; La escala es Logs 2 24t de los valores medios del Fold Change,
incluido el error estandar, de tres experimentos separados utilizando el método 2 24Ct (Schmittgen y Livak,

2008), con la histona H3 como gen de control endégeno.
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de estos genes, ya que las luces roja y azul indujeron la transcripciéon de genes

distintos, dependiendo de si1 M. fructicola 38C crece en fruta, PDB o 1% nectarine.

En particular, la luz roja y azul indujo la expresion del gen Mfepmed3, codificante
de la carbohidrato esterasa, en la fruta y en 1% nectarine a las 14 h post-
iluminacién (figura 4.13a y c), mientras que pme2 fue principalmente fotoinducido
en muestras procedentes de fruta (figura 4.13d). Ademas, el gen Mfecutl fue,
inesperadamente, fuertemente reprimido por ambas luces en muestras
procedentes de fruta y 1% nectarine, pero fue fotoinducido por luz azul en muestras

crecidas sobre PDB y 1% nectarine (figura 4.13g, h e i).

Los niveles de expresion de los genes que codifican para la poligalacturonasa
Mftepgly celulasa Mfecell mostraron una baja fotoinduccién por luces rojas en los
frutos, apenas alcanzando significacién estadistica (figura 4.14a y d). También
encontramos una diferencia significativa en la expresion de Mfepgl por luz roja
cuando M. fructicola 38C crecié infectando nectarina (figura 4.14a) y a las 5 h bajo
luz azul en comparacién con el grupo control en 1% nectarine (figura 4.14c).
Ademas, la expresion de Mfeell mostro una fotoactivacion significativa por luz azul
a 1y 14 hpi en nectarina al 1%, y por luz roja sélo a los 5 min post irradiacion
(figura 4.14d y f).
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Figura 4.14. Cambios en la expresién génica relativa de dos genes codificantes para CAZymes en (a, d y g) fruto,
(b, e yh) PDBy (c, fy 1) 1% nectarine. Los datos estdn representados como el Logz 2 24Ct de los valores medios
del Fold Change, incluido el error estdndar, de tres experimentos separados utilizando el método 2 -4ACt

(Schmittgen y Livak, 2008), con la histona H3 como gen de control endégeno.
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Los niveles de expresion de las PLs Mfepnll y Mfcpnl2 también experimentaron
fotoinduccién por luz roja y azul con diferencias en funciéon del medio de cultivo
usado para obtencién de micelio (figura 4.15). Estas PLs fueron las CAZymes
elegidas por M. fructicola 38C cuando el hongo creci6 en medio 1% nectarine y
fueron fuertemente fotoinducidas por luz roja y azul (figura 4.15¢ y ). El de las
luces roja y azul en la expresion génica de estas PLs en el fruto fue diferente, y sélo
Mfepnll bajo luz roja 'y Mfcpnl2bajo luz azul a las 5 h post-iluminacién mostraron
una regulaciéon al alza estadisticamente significativa, mientras que la luz azul

indujo una fuerte represién de Mfepnll (figura 4.15a y d).
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Figura 4.15. Cambios en la expresién génica relativa de los genes Mfcpnll y Mfepni2en (a, d y g) fruto, (b, e y
h) PDBy (c, fy i) 1% nectarine. Los datos estdn representados como el Logs 2 2ACt de los valores medios del
Fold Change, incluido el error estédndar, de tres experimentos separados utilizando el método 2 -AACt

(Schmittgen y Livak, 2008), con la histona H3 como gen de control endégeno.

4.2.4. La luz roja y azul inducen la expresion de la proteina NEP1-like
NEP2 durante las primeras etapas de la infeccion

Usando el mismo enfoque experimental que en el apartado 4.2.3, se comprobd el

efecto de las luces roja y azul en la expresion del gen Mfecnep2 cuando M. fructicola

38C crece sobre diferentes medios de cultivo. El gen Mfenep2 fue fuertemente

fotoinducido por la luz roja desde tiempos de exposicién muy tempranos cuando M.
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fructicola 38C crecid sobre la superficie del fruto. Los valores Logz 244Ct gscilaron
entre 4,8 y 5,5 a las 2,5, 5 y 14 h post-iluminacién (figura 4.16a). La luz azul
también indujo la expresion del gen Mfcnep2, aunque de una forma mas suave, ya
que sb6lo comenzé a las 5 h post-iluminacién y alcanzo6 un valor Logs 2 2ACt maximo
de 4,6 a las 14 h post-iluminacién (figura 4.16a). Los niveles de expresién de
Mfenep2 también aumentaron en el grupo de control, y tras un total de 38 h de
incubacién en oscuridad, encontramos un aumento estadisticamente significativo
en la actividad transcripcional de este gen (figura 4.16a). Las luces rojas y azules
no causaban diferencias estadisticamente significativas en la expresién del gen
Mfenep2 cuando se comparaban con el grupo de control en PDB o 1% nectarine
(figura 4.16b y c), lo que significa que el cultivo de medios desempefia un papel

importante en la regulacién génica de esta NLP.

Fruta a PDB b 1% nectarine C

Mfcnep2

[= NN N T T N =)

Logy 2 -H4Ct

1h 2.5h 5h 14h Smin 1h 2.5h 5h 5Smin  1h  2.5h 5h 14h

B Oscuridad [l Luz roja [l Luz azul

Figura 4.16. Cambios en la expresién génica relativa del gene MfzcnepZ2en (a) fruto, (b) PDB y (c) 1% nectarine.
La escala es Logz 2 22Ct de los valores medios del Fold Change, incluido el error estdndar, de tres experimentos

separados utilizando el método 2 2ACt (Schmittgen y Livak, 2008), con la histona H3 como gen de control

enddgeno.

4.3. Efecto de la luz sobre la patogénesis de Monilinia

fructigena. Base genética de la respuesta a la luz

4.3.1. La luz blanca no afect6 el desarrollo temprano de la enfermedad,
pero influy6 en la regulacion transcriptémica

Mediante ensayos de infecciéon en fruta se analizé la influencia de la luz blanca

sobre el desarrollo de podredumbre parda causada por M. fructigena Mgena6,

ademas de su impacto en la actividad transcripcional durante los primeros

momentos del desarrollo de la enfermedad. No se encontraron diferencias causadas
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por luz en la velocidad de aparicion de sintomas causados por M. fructigena
Mgena6bajo luz blanca durante las primeras etapas de la infeccién en comparacion
con el grupo de control en oscuridad. No se detectaron sintomas de la enfermedad

en ninguna de las muestras ni condiciones (figura 4.17).

Figura 4.17. Nectarinas inoculadas con discos de PDA con micelio M. fructigena Mgena6 (A) antes y (B) después del

procedimiento de muestreo. No se observaron signos visibles de enfermedad tras el periodo de incubacién e

irradiacién.

Sin embargo, el An4lisis de Componentes Principales (PCA) realizado usando los
resultados del andalisis de expresion diferencial agrupdé de manera diferente las
muestras que fueron irradiadas con luz en comparaciéon con aquellas que se
mantuvieron en total oscuridad (figura 4.18), lo que sugiere que la luz influye en

la regulacion genética de M. fructigena Mgenaé.
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Figura 4.18. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los datos de expresion génica global normalizada de M.
fructigena Mgena6 durante los primeros momentos de la infeccién tras un periodo de irradiaciéon de luz blanca
de 5 minutos o 14 horas. Las réplicas de la misma condicién estan marcadas con un circulo. Rojo: Oscuridad 5

minutos; Verde: Oscuridad 14 horas; Amarillo: Luz 5 minutos; Azul: Luz 14 horas.

4.3.2. Los genes diferencialmente expresados (DEGs) de M. fructigena
Mgenab durante el proceso de infeccion en respuesta a la luz estan

asociados con el metabolismo de carbohidratos

Con las lecturas obtenidas de la secuenciacién masiva RNAseq del tejido de fruta
infectado por M. fructigena Mgena6 se llevaron a cabo analisis comparativos de
expresion diferencial entre muestras que fueron iluminadas durante 5 minutos y
14 horas, y aquellas que se mantuvieron en oscuridad (grupo control). La luz blanca
de espectro completo indujo la expresion de 127 genes mientras reprimié 46 genes
tras 5 min de iluminacién. Después de 14 h de estimulo luminico, encontramos 49
genes inducidos por luz (Light Induced Genes, LIGs) y 39 genes reprimidos (Light
Repressed Genes, LRGs). También descubrimos que los DEGs tras 5 miny 14 h de
1luminacién con luz blanca son muy diferentes, ya que estas muestras sélo
comparten 2 LIGs y 1 LRGs (figura 4.19).

65



Juan Diego Astacio Rosado

Luz vs Uz vs
O(Sg‘l‘lllll‘jgd oseum dad (145)

o
Sl

Figura 4.19. Diagramas de Venn de los genes de M. fructigena Mgena6 expresados diferencialmente (DEG) tras 5

minutos y 14 h de exposicion a la luz blanca durante el proceso de infeccién temprana de la nectarina. Para
cada an4lisis comparativo, los DEG se muestran como genes regulados al alza (flecha azul) y genes regulados
ala baja (flecha roja). El nimero de DEGs en cada comparacién se muestra en los circulos exteriores, mientras

que el solapamiento representa los DEGs compartidos entre cada comparacion.

Para comprender mejor céomo la luz podria estar involucrada en el proceso
regulatorio del desarrollo de la enfermedad, se realizaron analisis de
enriquecimiento en términos GO sobre los DEGs encontrados en este analisis
comparativo de expresion diferencial. Las comparaciones entre luz y oscuridad en
ambos momentos fueron muy similares entre si. Ambas comparaciones mostraron
un enriquecimiento en términos GO relacionados con los procesos metabdlicos y
catabolicos de carbohidratos, llevados a cabo principalmente en la membrana
celular y la region extracelular, con actividades cataliticas, oxidorreductasas e

hidrolasas (figura 4.20). Estas son caracteristicas distintivas de las CAZymes, que
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han sido descritas como factores de virulencia en muchos hongos patégenos y en
Monilinia spp. (Kubicek et al., 2014; Glass et al., 2013; Hall, 1971).

Luz vs oscuridad (5 min) Luz vs oscuridad (14 h)
Proceso biologico

Procesos metabolicos de Procesos metabolicos de
carbohidratos carbohidratos

Procesos catabolicos de Procesos catabolicos de
carbohidratos carbohidratos

Procesos catabolicos de Procesos de metabolismo
polisacaridos secundario

Procesos metabolicos de Procesos metabolicos de
polisacaridos polisacaridos

0 100 200 0 100 200

Componente celular

Region extracelular :l Espacio extracelular
Region extracelular

0 100 200 0 100 200

Funcion molecular

Actividad catalitica Actividad catalitica
Actividad oxidorreductasa Actividad oxidorreductasa
Unidn a coenzima Actividad hidrolasa
Actividad hidrolasa, actuando Actividad hidrolasa, actuando
en enlaces glucosidicos en enlaces glicosidicos
0 100 200 0 100 200
# DEGs

Figura 4.20. Numero de DEGs enriquecidos con términos GO divididos por categorias presentes en las

comparaciones estadisticas Luz vs Oscuridad (5 min) y Luz vs Oscuridad (14 h).

4.3.3. La expresion génica de M. fructigena Mgenab disminuye después

de 14 horas de exposicion a luz blanca

La mayor cantidad de DEGs aparecen cuando comparamos las condiciones de luz
en distintos momentos. Hubo 90 genes inducidos por la luz (LIGs) y 180 genes
reprimidos por la luz (LRGs) en la comparacién de 14 h vs 5 min de exposicién a
luz, y 114 LIGs y 21 LRGs en la comparacion de 14 h vs 5 min en oscuridad. Estas
comparaciones fueron mas similares entre si que las anteriores, compartiendo 11
LIGs y 6 LRGs (figura 4.21).
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Figura 4.21. Diagramas de Venn de los genes de M. fructigena Mgena6 expresados diferencialmente (DEG) tras 14 h

de exposicion a luz blanca u oscuridad continta utilizando sus respectivas muestras de 5 min como control
durante el proceso de infeccion temprana de la nectarina. Para cada andlisis comparativo, los DEG se
muestran como genes regulados al alza (flecha azul) y genes regulados a la baja (flecha roja). El ntimero de

DEGs en cada comparacion se muestra en los circulos exteriores, mientras que el solapamiento representa los

DEGs compartidos entre cada comparacién.

Muchos de los genes diferencialmente expresados (DEGs) que se describieron
previamente como inducidos por la luz (LIGs) a los 5 minutos de irradiacién con
luz blanca frente a oscuridad, a las 14 h muestran un cambio en su patréon de
expresién entrando en la clase de genes regulados a la baja (LRGs). Lo contrario
se observo después de 14 horas de oscuridad continua, donde Mgena6 mostré una
cantidad considerable de LIGs (114) y un ntiimero reducido de genes clasificados
como LRGs (figura 4.21).

Estos resultados muestran que Mgena6 reacciona al estimulo luminico durante el

proceso de infeccién, regulando al alza o a la baja diferentes conjuntos de genes en
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cada condicién. La principal diferencia entre estos conjuntos de comparaciones y
los anteriores es que los términos de GO mas sobrerrepresentados en la categoria
de Proceso Biolégico para la comparacién de 14 h vs 5 min (Oscuridad) estan
relacionados con el "proceso metabdlico de un solo organismo" en lugar de con el
"proceso metabdlico de carbohidratos" (figura 4.22). El metabolismo de
carbohidratos pierde importancia en la comparacién entre oscuridad en diferentes
momentos. Esta es una evidencia adicional de que la luz induce un cambio en la

regulacién génica de las CAZymes.
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Figura 4.22. Nimero de DEGs enriquecidos con términos GO divididos por categorias presentes en las
comparaciones estadisticas 14 h vs 5 min (Luz) y 14 h vs 5 min (Oscuridad).

4.3.4. Influencia de la luz blanca en la expresién génica de CWDEs

El papel de la luz en la regulacion del desarrollo de la enfermedad también se ve
respaldado por el hecho de que la luz indujo cambios en los valores de expresion de

47 genes que codifican para CAZymes (tabla 4.5). El grupo que mostr6 el mayor
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nimero de cambios fue el de las glucésido hidrolasas (GHs), seguido por las
carbohidrato esterasas (CEs). La luz tiene un impacto significativo en los patrones
de expresion de las GHs. 9 GHs se up-regulan por luz después de un pulso de 5
minutos, mientras que después de 14 horas, 18 GHs se regulan a la baja en
comparacién con sus niveles de expresién a los 5 minutos de luz blanca (tabla 4.5).
Una exposicion prolongada a la luz podria ser perjudicial para el desarrollo de la
enfermedad, ya que muchos genes codificantes de GHs mostraron menores niveles

de expresién después de 14 horas de exposicién a la luz (tabla 4.5).

Tabla 4.5. Nimero de CAZymes expresadas diferencialmente en cada comparacion distribuidas por subconjuntos de
la familia CAZyme. GHs: Glucésido hidrolasas; GTs: Glicosiltransferasas; AAs: Actividades Auxiliares; CEs:

Carbohidrato Esterasas; PLs: Polisacarido Liasas; CBMs: Médulos de unién a carbohidratos.

Ne Luz vs Oscuridad (5 min) | Luz vs Oscuridad (14 h) | 14 hvs 5 min (Luz) | 14 h vs 5 min (Oscuridad)
Familia de
proteinas
CAZyme LIGs LRGs LIGs LRGs LIGs LRGs LIGs LRGs
predicho
GHs 211 9 2 2 2 0 18 3 1
GTs 83 2 0 0 2 0 1 3 0
AAs 56 2 0 0 1 5 4 1 3
CEs 25 3 1 1 0 1 3 1 0
PLs 7 1 0 0 0 0 1 0 0
CBMs 47 3 1 1 0 2 4 0 1

Nos centramos entonces en una seleccion de genes que son reconocidos como claves
para la patogénesis de Monilinia spp. Sus niveles de expresiéon generales fueron
bajos, con valores promedio de TPM en la luz tan bajos como 1.72 para Mfgpell.
En contraste, los TPM de Mfgpgl, Mfgpme3y Mfgnep2 seguian siendo altos, con
valores de 1537.29, 587.59 y 400.37, respectivamente (tabla suplementaria 4.2).
Los genes Mfgcell, Mftgpgl, Mfgpg2 Mfepme3, MfgpmeZ2, Mfgpnl2 v Mfgnep2
fueron fotoinducidos por el pulso de luz de 5 minutos, mientras que los demas no
mostraron modificaciones significativas en su expresiéon génica. Después de 14
horas de exposicién a la luz, M. fructigena Mgena6 perdi6 toda la fotoinduccién en
estos genes, mientras que Mfgpg2y Mfgpnl2 experimentaron una fuerte represion
(figura 4.23).
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Efecto de la luz en CWDEs
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Figura 4.23. Valores de expresion relativa de los transcritos que se expresan de forma significativamente diferente en
los intervalos de 5 miny 14 h. La escala es el Log2 Fold Change usando la oscuridad como control. Un transcrito
se considera expresado diferencialmente cuando su valor absoluto Log2 FC es superior a 2, su valor p FDR es

inferior a 0,05 y su valor TPM es superior a 20 en cualquier condicién.

4.3.5. Influencia de la luz en los genes asociados a la respuesta a luz en

M. fructigena Mgenab6

A pesar del impacto que la luz tuvo en la expresion génica de M. fructigena
Mgenab, notamos que los términos de GO relacionados con la fotorrecepcion o los
procesos asociados no eran comunes en los DEGs de M. fructigena Mgena6. Estos
resultados sugieren que los mecanismos mediante los cuales M. fructigena Mgena6
reconoce el estimulo luminoso no estan siendo influenciados por la luz misma. Para
corroborar este fendmeno, buscamos manualmente y verificamos el estado
transcripcional de la maquinaria de respuesta a luz en nuestros analisis de

expresion diferencial.

Encontramos que 6 de los 14 genes bajo analisis fueron fotoinducidos después de 5
minutos de exposicion a la luz, pero solo cuatro mostraron valores de TPM dentro
de nuestros requisitos para ser considerados genes inducibles por luz (tabla
suplementaria 4.3). En la comparacién de 14 h, Mfgvvdl fue el Gnico gen

fotoinducible (tabla suplementaria 4.3). El inico gen que se encontré fotoinducible
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en ambos momentos fue Mfgvvdi. Otros genes que mostraron signos de induccién
por luz en M. fructigena Mgena6 son Mfgfrql, Mfgeryl, Mtglov3y Mftglov4. Estos
genes fueron regulados al alza a los 5 minutos de irradiaciéon con luz, pero

perdieron su fotoinduccién después del pulso de 14 horas de luz (figura 4.24).

Efecto de la luz en fotorreceptores

Log, FoldChange

Mrigcry1 Migwd1 Mrglov3 Migplov4 Migfrq1

B s minutos [ 14horas

Figura 4.24. Valores de expresion relativa de los transcritos que se expresan de forma significativamente diferente en
los intervalos de 5 miny 14 h. La escala es el Logs “ Fold Change”usando la oscuridad como control. Un transcrito
se considera expresado diferencialmente cuando su valor absoluto Log2 FC es superior a 2, su valor p FDR es

inferior a 0,05 y su valor TPM es superior a 20 en cualquier condicién.

4.3.6. Validacion de los datos mediante RT-qPCR

Se estudiaron los niveles de expresion de dos genes que codifican para CAZymes,
Mtgpgl v Mfgpme3, v el NLP Mfgnep2 mediante RT-qPCR para comprobar si
siguen el mismo patréon de expresion observado en el analisis de RNAseq.
Utilizamos niveles de Fold Change encontrados en la comparacién de 14 h vs 5 min
en oscuridad y el método 224Ct para la comparacion relativa de los niveles de
expresion en RT-qPCR, utilizando las mismas muestras de 5 min como controles,
al igual que en las comparaciones del conjunto de muestras de secuenciacion de
ARN, y el gen H3 como gen de referencia. En ambos casos encontramos cierto
paralelismo entre los datos de expresion relativa procedente de experimentos de
secuenciacién de ARN y mediante RT-qPCR (figura 4.25).
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Figura 4.25. Patrones de expresion observados para dos genes codificantes de CAZymes y la toxina formadora de poros
Nep?2 utilizando dos métodos diferentes, RT-qPCR y RNAseq.
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4.4. Comparativa del comportamiento de las tres principales
especies de Monilinia en huertos de Espafia en los procesos

tempranos de infeccidon sobre nectarina.

4.4.1. Influencia de diferentes longitudes de onda de luz en la tasa de

crecimiento de M. fructicola y M. fructigena

Con el objetivo de evaluar las posibles diferencias en la tasa de crecimiento
experimentada por distintas especies de Monilinia spp. en respuesta a distintas
condiciones de iluminacién, probamos el efecto de luces de diferente longitud de
onda y fotoperiodo sobre crecimiento de M. fructicola 38C y M. fructigena Mgenab.
En general, M. fructicola 38C crecié mas rapido que M. fructigena Mgena6 en todas
las condiciones probadas (figura 4.25). La luz roja siempre indujo un aumento en
la tasa de crecimiento diaria de M. fructicola 38C, mientras que las otras cuatro
bandas de iluminacién (luz blanca de espectro completo, azul, ultravioleta cercano
y verde) causaron una disminucién similar en la tasa de crecimiento en relacién
con el grupo control mantenido en oscuridad. La luz ultravioleta cercano fue
significativamente mas perjudicial para el crecimiento de M. fructicola 38C bajo el
fotoperiodo de 12 h de luz (figura 4.26).

M. fructigena Mgena6 mostré una respuesta a la luz diferente. La exposicién a luz
tuvo un gran impacto en la tasa de crecimiento diaria de M. fructigena. Durante el
fotoperiodo de 8 h de luz, todas las luces indujeron una tasa de crecimiento
significativamente mas lenta en M. fructigena Mgena6. La luz roja y azul causaron
diferencias menores en la tasa de crecimiento en comparacién con el grupo control
(figura 4.26). Por otro lado, solo las luces blanca, verde y ultravioleta cercano
indujeron una disminucién significativa en la tasa de crecimiento durante el
fotoperiodo de 12 h de luz en M. fructigena Mgenaéb. Lia luz roja y azul no mostraron
diferencias con el grupo control segin la prueba de rangos multiples de Student-

Newman-Keuls (Figura 4.26).
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Figure 4.26. Efecto de cinco longitudes de onda de luz (roja, azul, verde, UV cercana y blanca de espectro
completo) y dos fotoperiodos de luz diferentes sobre la tasa de crecimiento micelial de M. fructicola 38C y M.
fructigena Mgena6 en PDA tras siete dias de incubacién. La escala es la tasa de crecimiento relativa al control
en oscuridad total para cada experimento. Los datos presentados son la media y el error estandar de cinco
réplicas biolégicas. Las barras con la misma letra en cada grafico no fueron significativamente diferentes

mediante la prueba de rango multiple de Student-Newman-Keuls.

Se probd la influencia de luz de cinco longitudes de onda diferentes durante las
primeras etapas de infeccion de M. fructicola 38C, M. laxa 8L. y M. fructigena
Mgena6. Se inocularon nectarinas no heridas y se incubaron durante un periodo
de 24 h en oscuridad, seguidas de 14 h de exposiciéon directa a la luz. En la
oscuridad, no se observaron sintomas de la enfermedad en el grupo control para
ninguna de las tres especies. Solo M. fructicola 38C mostr6é diferencias en la

incidencia de la enfermedad cuando se incubé bajo luz roja y azul (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Incidencia de la podredumbre parda en nectarinas causada por tres especies diferentes de Monilinia spp.
tras un periodo de incubacién de 24 h en completa oscuridad y 14 h bajo irradiacién roja, azul, verde, UV
cercana y blanca de espectro completo. La escala fue la media y el error estandar del porcentaje de puntos de
inoculacién que mostraban sintomas tempranos de la enfermedad a partir de dos experimentos, tres frutos
cada uno. Las barras con la misma letra en cada grafico no fueron significativamente diferentes mediante la

prueba de comparacién multiple de Bonferroni.

4.4.2. Diferencias en el complejo de fotorrecepcién entre especies de
Monilinia
Los genes que codifican para los fotorreceptores y las proteinas asociadas fueron
descritos previamente para M. laxa por Rodriguez-Pires et al. (2021b). Usando esta
informacion y la secuencia gendmica disponible de M. fructigena Mgenaé,
comparamos las similitudes y la completitud del complejo de fotorreceptores entre
las tres especies. Las tres especies de Monilinia compartieron un conjunto idéntico
de genes codificadores de fotorreceptores, incluyendo tres fitocromos (phy I, phy2y
phy3) para la deteccién de luz roja / luz en el infrarrojo lejano, dos opsinas (opIy
op2 para la deteccién de luz verde, tres genes que codifican proteinas que
contienen dominios Light, Oxygen, Voltage (LOVs) para la deteccién de luz azul
(wel, we2y vvdl), y finalmente dos criptocromos para la deteccién de luz azul / luz
cercana al UV (eryl y cry2d. También encontramos en el genoma de las tres

especies secuencias codificantes de cuatro proteinas de la familia velvet (vel, velZ,
vel3y veld) (figura 4.28).
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Figura 4.28. Arquitectura de los dominios predichos en fotorreceptores y proteinas de la familia velvet en Monilinia
fructigena Mgena6. DNA_photolyase (PF00875), FAD_binding (PF03441), PAS_9 (PF13426), PAS_3 (PF08447),
GATA (PF00320), Bac_rhodopsin (PF01036), PAS_2, (PF08446), GAF (PF01590), PHY (PF00360), HisKA
(PF00512), HATPase_C (PF02518), Response_reg (PF00072), Velvet (PF11754).
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4.4.3. Anotaciéon GO e identificacién de CAZymes y CWDEs

Las diferencias en el desarrollo de la enfermedad producida por cada especie en
respuesta a luz sugieren patrones de expresiéon Unicos para las enzimas que
Monilinia emplea para descomponer las paredes celulares de nectarinas. Para
comprender este fendmeno, identificamos la maquinaria enzimatica posiblemente
mvolucrada en la degradacion de la pared celular dentro del proteoma predicho de
las tres especies de Monilinia utilizadas en el estudio. Se realizé la anotacién
funcional GO del proteoma predicho para las tres especies de Monilinia,
complementada con busquedas en el servidor dbCAN3 para detectar enzimas

activas en carbohidratos (CAZymes).

Tabla 4.6. Resultados de las basquedas en el metaservidor dbCAN3. Numero de enzimas identificadas incluidas en
las siguientes categorias: (GHs) Glucésido Hidrolasas, (GTs) Glicosiltransferasas, (PLs) Polisacarido liasas,
(CEs) Carbohidrato esterasas, (AAs) Actividades Auxiliares y (CBMs) Médulos de Unién a Carbohidratos.
SignalP indica el nimero de CAZymes con un péptido sefial identificable.

38C 8L Mgena6

GHs 228 219 211
GTs 89 86 83
AAs 63 58 56

CEs 27 28 25
PLs 7 6 7
CBMs 46 46 47

SignalP 177 161 159

Total 414 398 383

% del genoma 3,96 4,15 4,00

Los CAZymes representan el 3.96%, 4.15% y 4% del proteoma predicho de M.
fructicola 38C, M. laxa 8L y M. fructicena Mgenaéb, respectivamente. Las tres
especies de Monilinia tienen conjuntos similares de cada tipo de CAZyme,

incluyendo glucésido hidrolasas (GHs), glicosiltransferasas (GTs), polisacérido
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liasas (PLs), carbohidrato esterasas (CEs), actividades auxiliares (AAs) y médulos
de unién a carbohidratos (CBMs) (Tabla 4.6). Para las tres especies, los CAZymes
mas abundantes fueron los GHs, seguidos por los GTs. Encontramos que muchas
enzimas fueron predichas con un moédulo catalitico posiblemente involucrado en la
descomposicion, biosintesis o modificaciéon de carbohidratos y glicoconjugados
(GHs, GTs, PLs y CEs) y uno o méas moédulos cataliticos o no cataliticos con
funciones auxiliares (AAs y CBMs) (Tabla 4.6). Se seleccionaron ocho posibles
genes codificantes para CAZymes para los analisis de expresion por RT-qPCR.
Estos genes fueron: tres GHs (pgl, pg6y cell), dos PLs (pnl1y pnl9), y tres CEs
(pme3, pmeZ2y cutl).

4.4.4. La luz roja influye en la expresion de los CAZymes en las especies

de Monilinia

La luz roja parece desempenar un papel activo en la regulacion del desarrollo de la
podredumbre parda. Para probar la extensiéon de su potencial rol regulador, se
realizé un analisis de expresion génica en un grupo selecto de CWDEs mediante
RT-qPCR en las tres especies de Monilinia utilizando muestras de fruta incubadas
bajo luz roja y en total oscuridad. Siete de los 8 genes de CAZyme probados,
exceptuando pg6, se expresaron en las tres especies durante las primeras etapas
de la infeccién de la podredumbre parda. Estos genes fueron fotoinducibles por luz
roja en diversos grados, dependiendo de la especie, con sobreexpresion observada
en 6 genes de M. fructicola 38C y 4 genes en M. laxa 8L, mientras s6lo uno de genes
mostré fotoinduccién en M. fructigena Mgena6 (figura 4.29 y 4.30). La expresién
genética aumenté con el tiempo cuando M. fructigena Mgena6 se mantuvo en

oscuridad total (muestras del grupo control) en 3 genes (figuras 4.29 y 4.30).
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Figura 4.29. Cambios en la expresion génica relativa de los genes pme3 pme2 y cutl en M. fructicola 38C, M. laxa 8L y
M. fructigena Mgena6 inducidos por la luz roja en las primeras fases de la infeccién de la nectarina. La escala
son los valores medios del Fold Change, incluido el error estandar, de tres experimentos separados utilizando
el método 2 24Ct (Schmittgen y Livak, 2008), con la histona H3 como gen de control endégeno. Las diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba de Student-Newman-Keuls entre las muestras y el grupo de

control estAn marcadas con una estrella.

80



Resultados

38C pgl 38C cell 38C pnll 38C pni2
8 8 30 1
* s 30
6 * 6 » 25
20
4 * * 4 * 15 N s
10 10
2 2
5 * I s * *
0 o 0 ol e s W
@ 1h 250 sh 14h 1 250 sh 14h 1 2.5 sh 14h ih 2.5 sh 14h
>
k- 8L pgl 8L cell 8L pnll 8L pni2
s s * s 30 s
g 25 30
z ¢ " 2
-
%- 4 ) 15 i:
10
d=a 2 2 * 10 R
$ 4——__.-_t_- : 4—_—_ﬁ—_l ; x
= 0 N 0 ol e e B
5 1h 250 sh 14h 1h 2.5 Sh 14h 1h 250 sh 14h 1h 250 Sh 14h
o Mgena6 pgl Mgena6 cell Mgenab pnll Mgena6 pni2
8 8 30 s *
* 25 * 30
6 G » * s
0
4 4 15 s
* * * 10
3 2 10
s s
o 0 0 -0

1h 2.5h Sh 14h 1h 2.5h 5h 14h 1h 2.5h Sh 14h 1h 2.5h Sh 14h

M Oscuridad [l Luz roja

Figura 4.30. Cambios en la expresidn génica relativa cuatro genes codificantes para CAZymes en M. fructicola 38C, M.
laxa 8L y M. fructigena Mgena6 inducidos por la luz roja en las primeras fases de la infeccién de la nectarina.
Datos representados como los valores medios del FC, incluido el error estandar, de tres experimentos
separados. Calculado utilizando el método 2 24Ct (Schmittgen y Livak, 2008), con la histona H3 como gen de
control enddégeno. Las diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Student-Newman-Keuls

entre las muestras y el grupo de control estdn marcadas con una estrella.

Encontramos diferencias en los patrones de expresion génica entre genes de la
misma familia de CAZymes. Los genes CE pme3y pmeZ2 fueron fotoinducibles en
M. fructicola 38C y pmeZ en M. laxa 8L, comenzando desde tan solo 2.5 hpi,
mientras que no se observo fotoactivacion de este par de genes en M. fructigena
Mgena6 (figura 4.29). cutl se mantuvo en silencio por la luz roja en todas las
especies probadas, pero en M. fructigena Mgena6 su expresion génica aumento con
el tiempo en la oscuridad, mostrando una vez mas que M. fructigena sigue un

patrén de expresiéon diferente (figura 4.29).

Se encontré un patron transcripcional similar para los genes GH pgly cell en M.
fructicola 38C y M. laxa 8L en respuesta a la excitacion por luz roja, a diferencia
de M. fructigena Mgenab. La luz roja aumentoé la expresion de pgl entre 2.5y 14
hpiy de cell entre 2.5y 5 hpi en M. fructicola 38C (figura 4.30). La luz roja aumenté
la expresion génica del gen pgl a las 5y 14 hpi, pero no la del gen cell en M. laxa
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8L (figura 4.30). En M. fructigena, no se observé fotoinduccién de los GHs por luz

roja, mientras que aumenté con el tiempo en la oscuridad (figura 4.30).

La expresion de los genes PL pnl/l y pnl2 también fue dependiente de la especie,
con ambos genes experimentando fotoinduccién por luz roja en M. fructicola 38C y
solo pnl2 en M. laxa 8L y en M. fructigena a 2.5 hpi (figura 4.30). El patrén de
expresion de pnl/i fue similar al de los otros genes que codifican para CAZymes en
M. fructigena Mgena6b, con expresiéon aumentando lentamente con el tiempo en

oscuridad continua (figura 4.30).

4.4.5. Miembros de la familia NLP en el genoma de Monilinia spp.

Las NLPs actian como factores de patogenicidad en muchas especies de hongos, y
las especies de Monilinia cuentan con dos genes diferentes que codifican NLPs
entre su arsenal de efectores que podrian influir en el desarrollo de la podredumbre
parda. La presencia de las NLPs NEP1 y NEP2 en los proteomas predichos de las
tres especies de Monilinia fue confirmada mediante una busqueda BlastP en la
base de datos de UniProt, como se describié en (Schumacher et al. 2020). Esta
busqueda devolvié solo 2 hits confiables por genoma, correspondientes a los genes
que codifican nepl y nepZ2 en las tres especies de Monilinia (Figura 4.31a). Tanto
NEP1 como NEP2 tienen un péptido sefial (SP), lo que promueve la secrecién
eficiente de la proteina, con un sitio de escision propuesto entre los aminoacidos 20
y 21 para NEP1, y entre los residuos 29 y 30 para NEP2 en las tres especies de
Monilinia estudiadas (Figs. 4.31b y ¢).

La comparacion de los dos homoélogos de NEP en las tres especies de Monilinia

mostré un alto nivel de conservacién, con ligeras diferencias en la secuencia
caracteristica AIMYSWYFPKDMPSTDFGHRHDWE, que define esta familia de

proteinas (Figura 4.31b y ¢, recuadrado).
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blastp (version: BLASTP 2.12.0+) Fri, Jun 23, 2023 at 11:45:09
Database: uniprotkb_refprotswissprot Fri, Jun 23, 2023 at 11:45:23
Sequence: EMBOSS_001
Length: 24
Sequence Match E-value Subject Match
1 23 1 1494
AGASN6JUAS MONLA N d ethyk 16
AOA395IWUG_IHELO N d ethyh 16
SHELO N d ethy 15

AOASMIJD26_MONFR Necrosis-and ethylene-in...
AOASNEKG17_MONLA Necrosis-and ethylene-in... —

AOA39SVYS SHELO Necrosis-and ethylene-in... —
AOASMIKCF7 MONFR Necrosis-and ethylene-in... —
n

AOA395IK86_9HELO DNA primase O

E-value [ _—
2.9-16 5.676E-9 7.534E-5 1 9

European Bioinformatics Institute 2006-2020. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.

b Signal Peptide c Signal Peptide
nepl Mgena6 1 TTKLASLFV GNNATQARA NVPGGAMGITLR G 80 nep. 6 1 TAAPSQIESROV
1 STKLVSLFA EGNSIQARG TLPGGHLGTNLK

Figura 4.31. Caracterizacién de NLPs en Monilinia spp. (a) Resultados de NCBI blastp para el polipéptido
descrito en Schumacher et al. (2020) (b) Alineamiento clustal multiple de secuencias para nepl en M.
fructigena Mgena6, M. fructicola 38C y M. laxa 8L (c) Alineamiento clustal multiple de secuencias para nep2
en M. fructigena Mgena6, M. fructicola 38C y M. laxa 8L. Los cambios en la secuencia de aminodcidos se

resaltan en azul.

Obtuvimos predicciones de estructura 3D para NEP1 y NEP2 presentes en M.
fructicola (AOASM9KCF7 y AOA5M9JD26), M. Ilaxa (AOASN6KG17 y
AOASNG6JUA4) y M. fructigena (AOA395IVY3) de la base de datos AlphaFold de
estructuras proteicas. Encontramos que la proteina NEP2 depositada para M.
fructigena (AOA395IWUG) era 26 aminoacidos mds corta que la presente en
nuestro genoma de M. fructigena Mgenab, y esta eliminacion se encontraba entre
los aminoacidos 62 y 63. Por lo tanto, utilizamos las herramientas predictivas de
AlphaFold para modelar la estructura 3D de la proteina NEP2 del genoma de M.
fructigena Mgena6. AlphaFold proporcioné predicciones confiables para las
estructuras 3D de los homodlogos de NEP1 y NEP2 de las tres especies, mostrando
una regiéon N-terminal desorganizada que albergaba el SP, seguida por 15

aminodcidos que precedian el dominio globular de estas proteinas (Figs. 4.32a y b).

Al mapear los cambios en los aminoacidos en cada homologo, vimos que la mayoria
de los cambios en los aminoacidos resultan en cambios neutrales para la estructura
de la proteina, ya que todas las cadenas laterales de esos aminoacidos estan
orientadas hacia la superficie de la proteina. Sin embargo, en la proteina NEP2 de

M. fructicola 38C, la alanina en la posicion 190 de M. laxa 8L y M. fructigena
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Mgena6 fue reemplazada por cisteina, lo que resulté en un cambio de un
aminoacido no polar a uno polar. AlphaFold no mostré evidencia de que este cambio
pudiera desestabilizar la molécula, ya que la cadena lateral no colisiona con
ninguna otra cadena y forma nuevos enlaces que podrian fortalecer la estabilidad
estructural de la proteina (figura 4.33). Todas las estructuras secundarias,
consistentes en un sandwich B central flanqueado por a-hélices, como se describe
en estructuras cristalinas modelo (Pirc et al., 2022), permanecieron en su mayoria

sin cambios entre las especies (Figura 4.32).

gt

N-

Figura 4.32. Estructura 3D de las proteinas NEP1 y NEP2 segtn la prediccién de AlphaFold, incluido el péptido
sefial. Alineacién de la estructura 3D de (a, b, ¢, d) NEP1 y (e, f, g, h) NEP2 para las tres Monilinia spp.
Cédigo de colores: verde claro para M. laxa 8L; cian para M. fructicola 38C y magenta claro para M.
fructigena Mgena6. Las regiones conservadas se representan en verde, mientras que los cambios especificos
en la secuencia de amino4cidos se representan como (b y f) esferas azules en M. fructigena Mgena6; (c y g)
esferas naranjas en M. Jaxa 8L; y (d y h) esferas rojas en M. fructicola 38C.

84



Resultados

Figura 4.33. Prediccion estructural de los efectos de la presencia de una alanina o cisteina en la posicién 190 de NEP2.
Cambio de aminoécido desde (A) alanina (A190) en M. laxa 8l y M. fructigena Mgena6 a (B) cisteina (C190) en M.
fructicola 38C.

Ademas, llevamos a cabo la modelizacion de posibles homodimeros y heterodimeros
utilizando subunidades pertenecientes a diferentes especies de Monilinia, y
homopolimeros de tres a seis subunidades. Si bien tanto los homodimeros como los
heterodimeros pueden formarse, los heterodimeros son mucho menos estables
(datos no mostrados). Las mejores predicciones estructurales se obtuvieron con
homotrimeros, que mostraron mayor estabilidad. Los oligdmeros consistentes en
cuatro o cinco subunidades fueron menos estables, mientras que los de seis
subunidades fueron predichos como dos homotrimeros interactuando entre ellos
(Figura 4.34, figura 4.35). No se observaron diferencias entre los homotrimeros de
las tres especies de Monilinia, lo que sugiere que las variaciones en las secuencias
de aminoacidos no afectan la formaciéon ni la estabilidad de los oligobmeros,

independientemente del nimero de subunidades.
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Figura 4.34. Conformacion homotrimérica de NEP2 madura modelada por AlphaFold-Multimer para (A) M.
fructicola 38C, (B) M. laxa 8Ly (C) M. fructigena Mgena6. Los modelos NEP2 estdn codificados por colores
segin la puntuacién de la prueba de diferencia de distancia local predicha (pLDDT). Diagramas de error de
alineacién predicho (PAE) que muestran las regiones de baja confianza (rojo) a alta confianza (azul) para cada

estructura homotrimérica predicha.

86



0 200 400

30

20

10

m O Nn @ >»

mm O 0O @ >

500

’ Y
AP TN
s 3 4 Y/

®a%

‘*’,[\

N,/

Nivel de confianza del modelo (pLDDT)

Muy alta (>90)
Alta (70-90)
Baja (70-50)

Muy baja (<50)

Resultados

Figura 4.35. Estructura del oligémero maduro NEP2 de Monilinia fructicola predicha por AlphaFold-Multimer

presente en la cepa 38C para una conformacién (A) dimérica, (B) trimérica, (C) tetramérica, (D) pentamérica

y (E) hexamérica. Los modelos NEP2 estan codificados por colores segin la puntuacién de la prueba de

diferencia de distancia local predicha (pLDDT). Los gréficos de error de alineacién predicho (PAE) muestran

las regiones de baja confianza (rojo) a alta confianza (azul) para cada estructura de oligémero predicha.
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4.4.6. La luz roja causa sobreexpresion de nep2 en M. fructicola 38C y M.
laxa 8L

La luz roja influencié las primeras etapas de la etiologia de la podredumbre parda
y desempenié un papel en la regulacién de la transcripcion de genes de CAZymes,
por lo que también probamos si contribuia a la regulaciéon de las NLPs. Para ello

se uso el mismo enfoque experimental que en el apartado 4.4.4.

Para las tres especies, nep2 mostré mayores niveles de expresion que nepl, y su
regulacion fue significativamente influenciada por la luz roja. La luz roja causé
sobreexpresion de Mfenep2 en M. fructicola 38C, comenzando a las 2.5 hpi,
manteniendo el mismo nivel de fotoinduccién a las 5 hpi y alcanzando su maximo
a las 14 hpi. En contraste, para Mfcnepl se observo un ligero aumento de expresion

a las 2.5 hpi bajo luz roja (Figura 4.36).

38C nepl 8L nepl Mgena6 nepl
12 12 12
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Figura 4.36. Cambios en la expresion génica relativa de los genes nepl y nep2 en M. fructicola 38C, M. laxa 8L y M.
fructigena Mgena6 inducidos por la luz roja representado usando los valores medios del FC, incluido el error
estandar, de tres experimentos separados utilizando el método 2 2ACt (Schmittgen y Livak, 2008). Se usé la
histona H3 como gen de control enddgeno. Las diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de

Student-Newman-Keuls entre las muestras y el grupo de control estdn marcadas con una estrella.
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La luz roja causé fotoinduccién de Minep2y Minepl en M. laxa 8L, pero a un ritmo
mas lento que en M. fructicola 38C. MInepZ fue fotoinducido a partir de las 14 hpi,
mientras que MInepl mostré signos de fotoinduccion a las 5 hpi, pero después de
ese momento, los niveles de expresion en total oscuridad fueron mucho mas altos
que bajo luz roja (Figura 4.36). No encontramos fotoinduccién por luz roja para
ambos genes en M. fructigena Mgena6b, aunque ambos genes experimentaron
aumentos en sus niveles de expresion a lo largo del tiempo en oscuridad total
(Figura 4.36).

A continuacién, comparamos las regiones promotoras de ambos genes 1000 pb
antes de comenzar el ORF entre las tres especies y analizamos los elementos
regulatorios dependientes de la luz. El estado de conservacion de la regién
promotora fue muy alto, al igual que el de la ORF (figuras 4.37 y 4.38). En el caso
de nep2, encontramos en la region promotora de M. fructicola 38C y M. laxa 8L la
estructura tipica para la uniéon del WCC, denominada Elemento Regulador de Luz
(LRE). Esta estructura tiene la siguiente secuencia consenso "GATNC-CGATN" y
consiste en dos motivos GATN repetidos con un espaciado entre ellos que varia en
longitud entre las especies, en la que N puede ser cualquier nucledtido, pero el
mismo nucleétido se usa en ambas repeticiones (He & Liu, 2005). En M. fructigena
Mgena6 no pudimos identificar las dos partes de la secuencia consenso del LRE
(figura 4.39).
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Figura 4.37. Alineacién por pares de las regiones promotoras y ORFs de nepl en M. fructicola 38C, M. laxa 8Ly M.
fructigena Mgena6.
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Figura 4.38. Alineamiento por pares de las regiones promotoras y ORFs de nep2 en M. fructicola 38C, M. laxa 8Ly
M. fructigena Mgena6.
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También encontramos sitios de union relacionados con activadores del desarrollo

y diferenciacién de esporas (abaA) en las regiones promotoras de nepl y nep2en

las tres especies, siempre a aproximadamente -950 pb desde el inicio de la

transcripcion. Ademas, encontramos sitios de unién de activadores de genes

implicados en la biosintesis de proteinas (GCN4) y multiples cajas GATA y TATA

en las regiones promotoras de ambos genes. En el promotor de nepl, encontramos

tres sitios de unién para el factor de transcripcion de pH ambiental PacC en las

tres especies de Monilinia en una regién muy conservada, lo que sugiere una

regulacién por pH para este gen (figura 4.39).
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Figura 4.39. Posibles dianas de union de factores transcripcionales en las regiones promotoras de nepl y nep2 de los
aislados M. fructicola 38C, M. laxa 8L y M. fructigena Mgena6. Se resalta la repeticién de tres sitios de unién a

PacC en los tres aislados. Los elementos de uniéon al WCC encontrados en los promotores de nep2 de M.
fructicola 38C y M. laxa 8L estan rodeados.
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5. Discusion

La luz incide sobre el desarrollo de la podredumbre parda del melocotén tanto en
el periodo de precosecha de la fruta (la radiacién solar) como en la cadena de
postcosecha (la iluminacién artificial). La cantidad y cualidad de la luz juega un
papel regulatorio en el desarrollo de la enfermedad, donde las distintas especies de
Monilinia responden al estimulo luz de forma diferente en cuanto a crecimiento y
capacidad de infeccion, a pesar de que todas cuentan en sus genomas con la misma
bateria de genes codificantes de fotorreceptores y de CAZymes, ademas de dos
NEP1-like.

Estudiar cual es el efecto de la luz en el proceso de patogénesis de Monilinia spp.
es de vital importancia a la hora de conocer el desarrollo de la enfermedad y disenar
estrategias eficaces de control, tanto en precosecha como postcosecha. Por lo tanto,
esta tesis profundiza y amplia el conocimiento disponible sobre la interacciéon entre
patégeno-huésped-ambiente, especificamente Monilinia-nectarina-luz, y su papel
en la regulacion de los factores de virulencia. Aquellos de los que se sirve Monilinia
spp. para vencer las defensas de la planta, y determinar si existen diferencias entre
las distintas especies causantes de podredumbre parda. Tradicionalmente se han
estudiado la temperatura y la humedad relativa como los factores ambientales de
mayor peso sobre el desarrollo de la podredumbre parda en melocotén (Casals et
al., 2010; Garcia-Benitez et al., 2017b; Gell et al., 2009). Sin embargo, en los
ultimos anos se han hecho grandes avances en el campo de la fotobiologia y nuestra
comprension sobre como la luz puede determinar el éxito o fracaso de un proceso
infectivo ha aumentado considerablemente. La luz afecta a la virulencia y el
desarrollo de hongos patégenos al activar fotoreceptores especificos que, mediante
la interaccién con familias de proteinas reguladoras como las proteinas VELVET,
regulan su crecimiento, esporulaciéon y produccién de toxinas clave durante la
infeccién, especialmente bajo ciertas longitudes de onda como la luz azul (Cerén-
Bustamante et al., 2023; Roden & Ingle, 2009; Schumacher et al., 2012).

Monilinia spp. es capaz de detectar cambios en la cantidad y cualidad de la luz,
que provocan diferencias en su crecimiento y esporulacion en medio de cultivo a
nivel de especie y aislado, bajo luces fluorescentes. Otros autores también han
observado la plasticidad fenotipica de las tres especies de Monilinia en medio de
cultivo y bajo luces LEDs (Verde-Yarfiez et al. 2022; Balsells-Llauradé et al., 2021),

especialmente en cuanto a la morfologia de las colonias. La luz fluorescente blanca
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reduce el crecimiento y la esporulaciéon de las colonias del aislado 38C de M.
fructicolay de M. fructigena Mgena6, mientras que no tiene ningun efecto sobre el
aislado 1C de M. fructicola. Rodriguez-Pires et al. (2021b) y Verde-Yaiiez et al.
(2022) tampoco detectaron ningtn efecto de la luz blanca sobre el crecimiento de
distintos aislados de M. /laxa en medio de cultivo, aunque todos ellos aumentaban

su esporulacion.

La luz roja fluorescente fue la tinica condicién de iluminacién que produjo de forma
significativa un aumento en la tasa de crecimiento diario de M. firucticola 38C y
una reducciéon en la esporulacion al compararse con el control en oscuridad,
mientras que M. fructigena Mgena6 mostraba una reduccién de la velocidad de
crecimiento en el fotoperiodo de 8 h de iluminacién y ningun tipo de esporulacién
al igual que en oscuridad. El resto de las longitudes de onda no afectaron al
crecimiento o tuvieron un efecto negativo en M. fructicola 38C y M. fructigena
Mgena6. Este efecto positivo de la luz fluorescente roja en la tasa de crecimiento
se ha observado en tres aislados de M. Jaxa, incluido 8L. La luz verde, la luz diurna
y la oscuridad también aumentaron la tasa de crecimiento de los aislados aunque
en menor medida, mientras la luz azul impidi6 totalmente el crecimiento del hongo
(Rodriguez-Pires et al., 2021b). Sin embargo, la esporulacién de M. laxa en medio
de cultivo fue mayor con mas horas de exposicion a luz blanca, luz negra, luz verde,
respecto a la oscuridad o luz roja, que fueron significativamente menores
(Rodriguez-Pires et al., 2021b).

El efecto que pueden tener las luces monocromaticas en el desarrollo de los hongos
filamentosos esta bien documentado. La luz azul tiene un efecto negativo en el
desarrollo in vitro de hongos filamentosos (De Lucca et al., 2012; Trzaska et al.,
2017), reduciendo el crecimiento en B. cinerea (Xu et al., 2017), y reprimiendo la
conidiacién en B. cinereay Penicillium digitatum (Liao et al., 2013; Rasiukeviéitté
et al., 2021). En 2021, Rasiukevi¢iute et al. mostraron cémo diferentes longitudes
de onda y fotoperiodos afectaban las caracteristicas morfolégicas y fenotipicas de
B. cinerea. Otros autores han descrito que la luz verde (alrededor de 540 nm)
reprime el crecimiento micelial deformando mitocondrias y vacuolas en B. cinerea
(Zhu et al., 2013), mientras que la luz azul (alrededor de 450 nm) y roja (alrededor
de 650 nm) frenan la formacién de conidias (Tan, 1975). La luz roja aumenta los
niveles de esporulacién en Alternaria alternata (Igbalajobi et al., 2019), mientras
la luz azul actiia como agente antimicrobiano (Kahramanoglu et al., 2020). Luces
de color negro (ultravioleta cercano), azul y rojo lejano promueven la formacién de

hifas infectivas en B. cinerea, mientras que la luz roja las reprime, resultando en
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un gran nimero de tubos germinativos que no llegan a desarrollar infeccién (Islam
& Honda, 1998). Existen casos de aislados “ciegos” de B. cinerea que presentan una
reduccion en sus niveles de virulencia como consecuencia de un truncamiento en
el gen bcvell (Schumacher et al., 2012). También, un tratamiento de luz azul
emitida por LEDs es capaz de reducir la capacidad infectiva de Penicillium
digitatum (Lafuente et al., 2018). En ambos casos, los autores relacionan la
reduccion en virulencia y capacidad infectiva de los hongos con una morfologia
conidial alterada. Balsells-Llauradé et al. (2021) demostraron que los tratamientos
con luz visible de intensidad variable alteran la morfologia y viabilidad de las

conidias de M. laxa.

La luz también afecta al desarrollo de la podredumbre parda, acelerando
significativamente la infeccion causada por M. fructicola. Nectarinas incubadas
durante 38h (24h en oscuridad y 14h bajo luz roja o azul fluorescente) presentan
maceracion de los tejidos en las fases iniciales del desarrollo de la podredumbre
parda causada por M. fructicola. Sin embargo, si las nectarinas se incuban siempre
en la oscuridad, los primeros sintomas de infeccién por parte de M. fructicola se
hacen visibles en las 48 a 72 horas tras la inoculacién (Garcia-Benitez et al., 2016),
10 a 34 horas mas tarde que en condiciones de iluminacién con luz roja o azul. No
se detectaron sintomas a 38h de incubacion en nectarinas bajo ninguna otra luz ni
en el control de oscuridad, y tampoco se aprecio la apariciéon de sintomas con M.
laxa 8Ly M. fructigena Mgena6. En un trabajo realizado por Villarino et al. (2016),
donde utilizaron 20 aislados de cada una de las tres especies de Monilinia, M.
fructicola causaba siempre mayores lesiones, con un menor periodo de incubacién
y periodo de latencia que las otras dos especies. M. fructicola siempre tendra por
tanto una ventaja anadida en infecciones tempranas. El efecto de la luz sobre el
desarrollo de la podredumbre parda en nectarinas es diferente con tiempos
prolongados de incubacién. Asi, la luz roja fluorescente también incrementa la
podredumbre causada por distintos aislados de M. laxa sobre nectarinas tras 7 dias

de incubacién (Rodriguez-Pires et al., 2021a).

Sin embargo, parece que la respuesta a luz de Monilinia spp. no solo depende de
las especies o el aislado, sino de la fuente de luz en si misma. En un estudio
reciente, Verde-Yafiez et al. (2022), usando las mismas especies y aislados, el
mismo fotoperiodo y las mismas longitudes de onda, solo que generadas usando
LEDs en lugar de tubos fluorescentes, describieron una respuesta a luz distinta.
Verde-Yénez et al. (2022) no observaron ningun efecto de las luces LEDs rojas

sobre el crecimiento de ninguna de las especies de Monilinia, mientras que si
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encontraron un efecto inductor de las luces roja, azul, y blanca de alta intensidad
sobre M. fructicola, que reduce su periodo de incubacion y latencia respecto a la
oscuridad (Balsells-Llauradé et al., 2021; Verde-Yaiez et al., 2022). Dichas
diferencias pueden deberse a que la luz generada por LEDs y tubos fluorescentes
no presenta las mismas caracteristicas de composicion. Mientras que las luces de
color de LED emiten luz sélo a una longitud de onda determinada (p. ej. 660 nm en
el caso la luz roja, Verde-Yanez et al., 2022), los tubos fluorescentes emiten luz en
un rango del espectro electromagnético (Rodriguez-Pires et al., 2021b), siendo esta
luz mas intensa a determinadas longitudes de onda. Ademas, la composicion
espectral de la luz blanca generada por los tubos fluorescentes usados durante
estos estudios es pobre en longitudes de onda superiores a 600 nm,
correspondientes a la luz roja en adelante. Esto podria indicar que Monilinia spp.
tiene una maquinaria fotorreceptora muy sensible, capaz de detectar diferencias
en las cualidades de la luz a la que es expuesta, y reaccionar en consecuencia,

siendo dicha respuesta variable para cada especie.

El tiempo de incubacién y también el tipo de indculo utilizado para infectar los
frutos puede incidir sobre el desarrollo de la podredumbre parda en el caso de M.
fructigena Mgena6. Ha resultado imposible producir conidias de M. fructigena
Mgena6 en condiciones de esterilidad. Esto nos obligé a utilizar micelio, obtenido
de la parte con crecimiento mas activo de la colonia, para la infeccién de los frutos.
Aunque Verde-Yanez et al. (2022) utilizando el mismo tipo de inéculo para .
fructigena y un periodo de incubacién de las nectarinas de 7 dias, si observaron
sintomas y diferencias en los periodos de incubacién y latencia de los frutos
incubados bajo luz frente a los de oscuridad. M. fructigena ha sido descrita como la
especie menos virulenta sobre fruta de hueso (Villarino et al., 2016). Estos
resultados sugieren que la luz, y en concreto las longitudes de onda
correspondientes a la luz roja, también afectan al desarrollo de la podredumbre
parda en nectarinas en periodos largos de tiempo (Balsells-Llauradé et al., 2021;
Rodriguez-Pires et al., 2021a; Verde-Yafiez et al., 2022).

El patosistema Monilinia — nectarina no es el Uinico en el que se han reportado
efectos de la luz en el desarrollo de la enfermedad. Una mayor irradiancia es capaz
de aumentar la gravedad de la enfermedad causada por M. laxa sobre cerezas,
viéndose disminuidos los tiempos de incubacién y latencia (Rodriguez-Pires et al.,
2021a). Alta intensidad luminosa (185,45 W/m2), similar a la del sol durante el
mes de Julio, caus6 una mayor severidad de la podredumbre causada por M. /axa

en todos los cultivares de cerezo, tanto en las variedades tempranas como en las
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tardias, que la baja irradiancia (145,85 W/m2), similar a la luz de Mayo (Rodriguez-
Pires et al., 2021a).

La presencia, o ausencia, de luz puede proporcionar a los hongos necrotrofos como
Monilinia spp. informacion acerca de su entorno, que usan para adaptarse a
cambios en el ambiente, asegurar su supervivencia, planificar su reproduccién y
asegurar el proceso de infeccién (Schumacher 2017). Monilinia spp. necesita
sobrevivir los meses de invierno sin su huésped, por lo que un correcto
reconocimiento de las condiciones ambientales de su entorno resulta crucial para
determinar si puede reanudar su ciclo vital. Ademas, los patégenos vegetales se
encuentran con un perfil luminico alterado, rico en longitudes de onda verdes e
infrarrojas y pobre en luz azul y roja lejana, como consecuencia de la absorcién e
irradiacion de luz por parte de las células vegetales en su busqueda de las mejores
condiciones en las que realizar la fotosintesis, (Idnurm & Crosson, 2009; Roden &
Ingle, 2009), por lo que un correcto reconocimiento de las longitudes de onda a las
que esta expuesta resulta doblemente importante para Monilinia spp. Nuestros
resultados sugieren que el reconocimiento de la luz roja juega un papel de
importancia en el desarrollo de la podredumbre parda durante los primeros
momentos de la infeccién, y de nuevo observamos una diferencia significativa entre
las principales especies causantes de esta enfermedad, siendo M. fructicola la que
se ve mas beneficiada tras una exposicién a estas longitudes de onda, lo cual podria

suponer una ventaja evolutiva relacionada con su mayor nivel de virulencia.

Las grandes diferencias encontradas en el crecimiento y capacidad de infeccion de
la fruta a distintas luces y entre las distintas especies de Monilinia causantes de
podredumbre parda podrian ser debidas a diferencias en la maquinaria proteica
encargada del proceso de fotorrecepcion, o a diferencias a nivel de regulacién
transcripcional de los genes fotorreceptores y sus genes diana o efectores que han
de gestionar la respuesta a cada tipo de luz. M. fructicola, M. fructigenay M. laxa
poseen una bateria de fotorreceptores idéntica, y muy similar a la de B. cinerea
(Schumacher, 2017), perteneciente a la familia Sclerotinaceae. La identificacién de
la bateria de fotorreceptores se ha realizado gracias a la disponibilidad de las
secuencias genomicas de las tres especies de Monilinia estudiadas en esta tesis, y
a estudios previos realizados en el organismo modelo B. cinerea y en M. laxa
(Rodriguez-Pires et al., 2021b). Esta bateria de fotoreceptores es una de las mas
completas dentro de la division Ascomycota, y les permite reconocer longitudes de
onda entre 350 y 780 nm (Corrochano, 2019; Schumacher, 2017), lo cual nos indica

la gran relevancia que tiene el proceso de fotorrecepciéon para estos hongos
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fitopatégenos. Ademas, la presencia de tres posibles fotorreceptores para luz roja
de nuevo nos indica la relativa importancia que estas longitudes de onda pueden
tener para Monilinia spp., ya que otros hongos fitopatégenos de la divisién
Ascomycota, como Fusarium oxysporum, Magnaporthe oryzar o Colletotrichum
graminicola solo cuentan en su genoma con informaciéon para uno o dos de estos
fitocromos (Corrochano, 2019; Schumacher, 2017).

Al no encontrar diferencias entre especies en la maquinaria fotorreceptora de
Monilinia spp., el siguiente paso fue realizar un analisis transcriptomico para
medir la respuesta frente a luz de cada especie en busca de una explicacién para el
comportamiento diferencial previamente observado. Rodriguez-Pires et al. (2021b)
ya describié la respuesta de varios aislados de M. laxa frente a luz blanca y de
varios colores. Los autores encontraron que existe una fotoinduccion por luz blanca
de los genes Mlivel2, MIphyZ2, Mlops2y Mlcry2, y una induccién por luces de colores
de los genes Mlvell, Mliveld, MIphyl y Mlcryl, sugiriendo sistemas reguladores
transcripcionales dedicados a modular el desarrollo y la dispersion de este
patégeno. M. fructicola sigue un patréon transcripcional de respuesta frente a luz
similar a M. laxa, aunque con ligeras modificaciones, mientras que M. fructigena
se comporta de forma totalmente diferente. Usando la misma fuente de luz blanca
que en el estudio por parte de Rodriguez-Pires et al. (2021b), M. fructicola 38C
muestra fotoinduccion en los genes Mferyl, Mtcery2, Mtcphy?2, Mfcop2y Mfevvdl
al crecer en medio sintético PDB, y tan s6lo en Mfcvvdl al crecer sobre nectarina.
Mfevvdl es el gen que muestra mayor nivel de fotoinducciéon en ambas condiciones
de crecimiento. Sin embargo, MIvvdI no fue incluido en el estudio de Rodriguez-
Pires et al. (2021b), a pesar de estar presente en el genoma de M. Jaxa. El resto de
los genes implicados en el proceso de fotorrecepcion de M. fructicola no mostraron
senas de modificar su actividad transcripcional en respuesta al estimulo por luz
blanca, ni se encontré enriquecimiento en términos GO relacionados con el proceso
de fotorrecepcion en los DEGs de M. fructicola 38C.

El gen vvd1I codifica para un fotorreceptor de luz azul perteneciente al grupo LOV
L2, y cumple una funciéon de regulaciéon antagonista del complejo White-Collar
(WCC). Esta reportado que la patogénesis de varios hongos fitopatégenos, como
Cercospora zeae-maydis (Ridenour & Bluhm, 2019) o B. cinerea (Canessa et al.,
2013), depende del WCC. E1 WCC, compuesto por los fotorreceptores WCL1 y
WCL2, opera como un factor de transcripcién activado por luz azul (Ballario et al.,
1996; Linden & Macino, 1997), y sin embargo ninguno de sus componentes mostré

fotoactivacion en sus niveles transcripcionales en M. fructicola 38C por efecto de
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la luz blanca, ni tampoco en M. Jaxa 8L (Rodriguez-Pires et al. 2021b). Estos
resultados indican que el mecanismo de activacion del WCC esta regulado
totalmente por modificaciéon postraduccional mediada por la activacion del
cromoforo en Monilinia. Por lo tanto, debe existir un mecanismo regulador que
controle la actividad del WCC una vez activo. La proteina VVD1 participa en el
proceso de fotoadaptacién en Neurospora crassa (Schwerdtfeger & Linden, 2003).
La luz activa la transcripciéon de vvdi, propiciando la formacion de heterodimeros
de VVD1 y WCL1, interfiriendo en la formacion del WCC, de forma que, con el paso
del tiempo bajo iluminacién, los niveles de ARN producidos por la inducciéon
positiva del WCC regresan a los niveles de oscuridad (Corrochano et al., 2019). En
el caso de M. fructigena Mgena6, nuestros resultados indican que Mfgvvdl esta
sujeto a una fuerte fotoinduccién por luz blanca a 5 min y, al contrario que 38C,
mantiene sus niveles de activacion tras 14 h de estimulo. En esta tesis proponemos
que VVD1 puede participar en el proceso de fotoadaptacion en Monilinia spp
realizando una funcién como regulador negativo como se ha descrito previamente.
A parte de Mfgvvdl, Mfgfrql fue el Gnico transcrito cuya funcion esta relacionada
con los procesos de fotorrecepcion que presenta niveles de fotoinducciéon
significativos en M. fructigena. La funciéon de FRQ1 consiste en regular un reloj
circadiano en conjunto con el WCC, y esta relacionada con la patogénesis de C.
zeae-maydis y B. cinerea (Hevia et al., 2015, 2016; Ridenour & Bluhm, 2018). La
expresion de genes fotorreceptores de M. fructigena Mgena6 es, de nuevo, diferente
al de M. fructicola 38C, lo cual indica que ambas especies cuentan con una

estrategia distinta en fotorrecepcion, regulacién y adaptacion.

La produccion de conidias en colonias de M. fructicola y M. laxa depende de la
cantidad de luz recibida durante el tiempo de incubacién, mientras que M.
fructigena no esporula ni en luz ni en oscuridad. Sin embargo, la luz no tuvo ningin
efecto en la expresion génica de las proteinas VELVET en M. fructicola 38C, a
pesar de que este aislado presenté serias dificultades para producir conidias al ser
expuesto a fotoperiodos de luz blanca, al contrario que M. fructicola 1C. La familia
de proteinas VELVET esta involucrada en la regulaciéon de los procesos de
conidiacion. El proceso de regulacion entre reproduccion sexual y asexual en B.
cinerea también esta regulado por la presencia o ausencia de luz. Se han
encontrado aislados salvajes de B. cinerea con mutaciones en la proteina BcVELI],
resultando en un fenotipo “ciego”, de “always conidia’ independientemente de las
condiciones de iluminacién, a causa de una regulaciéon anémala de los procesos de

conidiaciéon. Este fenotipo esta ademdas asociado con una virulencia reducida
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(Schumacher et al., 2012). Este fenotipo de “always conidia’ también se ha descrito
en mutantes de Aspergillus nidulans que tienen la mutaciéon veAl, resultando en
una proteina truncada que no es capaz de migrar desde el citoplasma al ntcleo en
ausencia de luz y promueve el desarrollo de estructuras de reproduccion asexual y
modula el ciclo reproductivo sexual (Stinnett et al., 2007). El fenotipo hiper-
esporulante causado por la mutacién veAI ha sido ampliamente utilizado por todos
los laboratorios dado que permite la obtencién de conidias en la oscuridad de un
incubador (Mooney & Yager, 1990).

Por otro lado, hemos podido describir Mfefarl, un gen codificante para una pequena
proteina de 82 aminoacidos sin funcion definida y carente de dominios conservados.
Mfefarl muestra una fotoinduccién por luz blanca alta y constante. Este gen esta
significativamente inducido por luz blanca tanto in vitro como en tejido vegetal
infectado por M. fructicola 38C. farl se encuentra presente en el genoma de las
tres principales especies de Monilinia causantes de podredumbre parda en Espana,
asi como en muchos organismos dentro de la subdivisiéon Pezizomycotina, en la que
se encuentran incluidos bastantes géneros de hongos fitopatégenos, como
Colletotrichum, Fusarium, Verticilium, Botrytis, y Sclerotinia spp. Aunque FAR1
carece de funcién conocida, la bisqueda en la base de datos UniProt (Bateman et
al., 2023) usando la secuencia aminoacidica de FAR1 perteneciente a M. fructicola
38C otorga como resultado una anotacién automatica correspondiente a
“Conidiation-specific protein 8, del aislado M. fructicola Mfrc123. Este gen,
originalmente caracterizado en N. crassa como con-8 se expresa de forma
temprana durante la produccién de conidias, aunque no lo hace en respuesta a
estimulos de luz azul (Lauter & Russo, 1991; Roberts & Yanofsky, 1989). Por lo
tanto, existe la posibilidad de que fari esté involucrado en el proceso de conidiacién
de M. fructicola 38C, por lo que su correcta caracterizaciéon podria ayudar a explicar

el patréon de conidiacion de este aislado y la posible funcién de la luz en el mismo.

Los resultados del analisis transcripcional de las muestras de tejido de fruta
infectado por M. fructicola 38C y M. fructigena Mgena6 también demuestran que
la respuesta y regulacion frente a luz de las dos especies es distinta. En ambas
ocasiones se obtiene un nimero similar de DEGs, que es también similar al namero
de DEGs observado en B. cinerea (Pérez-Lara et al., 2023). Sin embargo, el
enriquecimiento en términos GO de ambas especies fue distinto, senalando un
proceso regulatorio diferente para el mismo estimulo. En el caso de M. fructigena
Mgena6, los DEGs encontrados estan muy enriquecidos en términos GO

relacionados con el metabolismo de carbohidratos en el espacio extracelular,
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posiblemente CAZymes que pudieran afectar al desarrollo de la enfermedad por
parte de Mgena6 al tratarse de conocidos factores de virulencia en Monilinia spp.
(Garcia-Benitez et al., 2019). Al analizar m4s a fondo qué genes son los que se estan
inducidos o reprimidos por luz en Mgena6, encontramos que hay una gran cantidad
de genes codificantes para CAZymes que se ven inducidos por luz blanca tras 5
minutos de iluminacién pero que, tras 14 horas de estimulo, se encuentran
reprimidos, en lo que suponemos puede ser un proceso de fotoadaptacion
dependiente de VVD1. En M. fructigena Mgena6 los niveles de expresion de
Mfgvvdl son continuos, por lo que es muy probable que conduzcan a un
mantenimiento de la proteina en la célula independiente de luz, resultando en una
accion negativa mantenida sobre la actividad del WCC, reduciendo asi la expresion
de aquellos genes dependientes de la actividad WCC. En M. fructicola 38C, no hay
un enriquecimiento tan evidente de términos GO relacionados con la actividad de
las CAZymes en los DEGs encontrados gracias al estimulo por luz blanca. Sin
embargo, hemos demostrado que luces de color rojo y azul aceleran la aparicion de
los sintomas de la enfermedad causada por M. fructicola 38C al reducir el periodo
de latencia, a la par que se induce la actividad transcripcional de un grupo de
CAZymes y de la proteina NEP2. Esto nos permite suponer que M. fructicola
aprovecha todas las horas del dia para infectar y colonizar, ademas de la oscuridad,
en especial las horas del dia en las que la luz que alcanza al hongo es mas rica en
estas dos longitudes de onda, mientras que las horas 6ptimas de desarrollo de M.
fructigena son soélo las nocturnas. Esto puede deberse a que M. fructigena, en
condiciones de 1luminacién diurna, no destine recursos al desarrollo de sintomas,
sino a protegerse del estrés causado por la luz, mientras que durante la noche si

que emplea sus recursos y energia en el proceso infectivo.

Existen diferencias en el nimero de CAZymes codificadas en el genoma de las tres
especies de Monilinia, asi como variaciones en el nimero de CAZymes incluidas en
cada familia de estas. Se identificaron un total de 414, 398 y 383 CAZymes en los
genomas de M. fructicola 38C, M. laxa 8L y M. fructicena Mgenab,
respectivamente. Estos nimeros suponen un 3,96%, 4,15% y 4% del total de
proteinas predichas para cada especie. Estos nimeros de CAZymes estan de
acuerdo con las estimaciones realizadas por Marcet-Houben et al. (2021) (en torno
al 4% en las tres especies) y muy cercanas a las propuestas por Rodriguez-Pires
et al. (2020a, 2020b) para M. laxa (403 CAZymes), y las de Amselem et al. (2011)
para B. cinerea (367) y Sclerotinia sclerotiorum (346). Algunos estudios han

senalado que las CAZymes como factores de virulencia en B. cinerea y S.
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sclerotiorum puesto que se dirigen a los principales componentes de la pared
celular de la planta (Blanco-Ulate et al., 2014; Kubicek et al., 2014).

En los tres CAZomes de las tres especies de Monilinia encontramos representantes
de todas las familias de CAZymes, siendo las glicosilhidrosilasas las mas
abundantes en los genomas de M. laxa, M. fructicolay M. fructigena, seguidas por
las GTs. La mayoria de las proteinas de la familia GH28 son poligalacturonasas,
aunque algunas de ellas hidrolizan el ramnogalacturonano, que forma una parte
ramificada del complejo de pectina (Marcet-Houben et al., 2021). Los hongos
necrotrofos y los biotrofos tienen genomas mas grandes que los no patégenos, sin
embargo, sblo los necrotrofos poseen mas enzimas GH28 que los no patdgenos
(Sprockett et al., 2011). Por lo tanto, la expansién de GH28 es el resultado tanto de
la variacion en el tamano del genoma de las especies fungicas como de la seleccion
diversificadora dentro de los hongos patégenos necrotrofos de las plantas. Es
probable que la evolucién de GH28 entre los necrotrofos haya sido impulsada en

una carrera coevolutiva con las plantas (Sprockett et al., 2011).

En el genoma de las tres especies de Monilinia se localizan los dos genes
codificantes para proteinas NEP1-like, neply nepZ2. El nimero de copias de genes
de NLPs presentes en el genoma varia enormemente, desde 50 en Qomycetes (Bae
et al., 2005) hasta entre 1y 6 en Dothideomycetes (Dal’Sasso et al., 2023). E1 modo
de accion de las NLPs consiste en la formaciéon de poros temporales en la
membrana plasmatica de las células vegetales, siendo esta superfamilia de
proteinas la Gnica conocida con tal actividad (Seidl & Van Den Ackerveken, 2019).
La estructura primaria de las NLPs estda muy conservada entre las especies de
Monilinia, pero no es 1idéntica. Se observaron cambios que resultan en
sustituciones aminoacidicas neutrales para la estructura terciaria de la proteina.
M. fructicola 38C es la especie que mas cambios acumula. La alanina en la posicién
190 en M. laxa 8L y M. fructigena Mgena6 esta sustituida por una cisteina,
resultando en un cambio de un aminoacido no polar a uno polar. Nuestros
resultados de modelado predicen estructuras muy parecidas y que la cavidad
cargada negativamente encargada de reconocer el GIPC esta bien conservada en
M. laxa, M. fructicolay M. fructigena, por lo que el modo de accién estaria también
conservado. Ademas, dado que se presupone que ha de existir polimerizacion para
la formacién del poro, nuestros modelos predicen que, al menos, una formacion
trimétrica es la mas estable para oligdmeros de cada una de las tres especies, en
contraste a los modelos diméricos propuestos por de Oliveira et al. (2012) para

MpNep2 de Moniliophthora perniciosa. Ademas, esta conformacién en
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homotrimeros propuesta para Monilinia induce un cambio conformacional en la
proteina, tal y como ocurre en otras proteinas formadoras de poros similares, como
las actinoporinas (Peraro & Van Der Goot, 2016). Los posibles puntos de
Interacciéon entre monodomeros estan bien conservados entre las especies de
Monilinia. Aunque hay bastantes cambios especificos alrededor de estas zonas,
nuestros modelos muestran que se pueden formar dimeros interespecificos, sin
embargo, su formacién parece ser menos estable que la de monémeros de la misma
especie, lo que sugiere que la coinfeccion de varias especies de Monilinia

probablemente no se vea favorecida por la actividad de las NLPs.

Las luces roja y azul aceleran la aparicion de sintomas en los primeros momentos
del desarrollo de la enfermedad por parte de M. fructicola 38C, lo cual parece
indicar que existen diferencias a nivel regulatorio del proceso de infeccién
desencadenadas por estas longitudes de onda. A su vez, la luz roja y azul modifican
la actividad transcripcional en M. fructicola de un grupo de CWDEs y Mfcenep2.
Este grupo de genes codificantes para CWDESs incluye las carbohidrato esterasas
(CEs) Mfepme3, Mfepme2 'y Mfecutl, las glicésido hidrolasas (GHs) Mfepgl y
Mfecell, y las polisacarido liasas (PLs) Mfepnll y Mfepnl2. Estos genes podrian
jugar un papel fundamental en la patogénesis de Monilinia spp. al aumentar la
capacidad del hongo de penetrar el exocarpio del fruto, acelerando el proceso de
infeccion temprana en funcion de las condiciones de luz. No todas las formas de
los factores virulencia se sobreexpresan en etapas tempranas de la infeccion, tal y
como se ha demostrado para B. cinerea, donde entre todos los PGs s6lo BcPG2
demostré ser un factor de virulencia (Kars et al., 2005). Nuestros resultados
indican que existen diferencias significativas en la fotoinduccion de estos nueve
genes observada entre las tres especies. De los ocho genes del grupo de CWDEs
testados, seis (Mfepnll, Mfepnl2, Mifecpme2, Mfecpme3, Mifcpgl 'y Mifecell)
mostraron signos de fotoinduccién en M. fructicola 38C, tan sélo 3 (MlpnlZ,
MlpmeZ2y Mlpgl) lo hicieron en M. laxa 8L. M. fructigena Mgena6 sigui6 un patrén
transcripcional totalmente distinto, por el cual sélo Mfgpnl2 mostr6é signos de
fotoinduccion por luz roja tras 2,5 h de irradiacién para luego reprimirse a las 14
h, mientras que los genes Mfgcell y Mfgcutl aumentaron su actividad
transcripcional de forma significativa en condiciones de oscuridad. MIPGI,
MIPMES3, NEP-like o proteinas endoglucanasas han sido descritas como
marcadores de virulencia entre distintos aislados de M. /axa, incluyendo también
otros dependientes del tiempo como cutinasas, liasas y proteasas acidas

(Rodriguez-Pires et al., 2020). También en B. cinerea, BcPMEZ, gen homologo a
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pmeZ, junto al gen homologo de pgl, BePG1, son de las CAZymes mas expresadas
por el hongo al infectar tejido de distintos huéspedes (Blanco-Ulate et al., 2014).

Las PMEs, pertenecientes a la subfamilia CES8, desempefian un papel importante
en la desesterificacion de la pectina en metanol y acido poligalacturoénico,
permitiendo la posterior accién de las otras enzimas despolimerizadoras, como PGs
y PLs, que completan la degradacién de las pectinas (Reignault et al., 2008;
Valette-Collet et al., 2003). Bcpmel y Bcpme2 se han descrito como genes
indispensables en la virulencia de B. cinerea (Valette-Collet et al., 2003; Kars et
al., 2005). Sin embargo, apenas se sabia casi nada sobre su contribucién en la
patogénesis de Monilinia spp. Baro- Montel y colaboradores (2019) demostraron
que el gen Mlpme2 es un factor de virulencia de M. laxa, que depende de la
presencia de pectina en el medio para su expresion, y que MIPME2 y MIPMES3 son
clave para la degradacién de la pared celular del huésped in vivo (Rodriguez-Pires
et al., 2019). El gen homoélogo en B. cinerea, BecPME2, también se encontraba entre
los genes codificantes de CAZymes mas expresados al infectar varios huéspedes
(Blanco-Ulate et al., 2014).

Los niveles de expresion génica de las PMEs de M. fructicola 38C al crecer sobre
fruta, en medio sintético liquido PDB, o en agua suplementada con nectarina
pulverizada (1% nectarine) son diferentes, sugiriendo que el hongo emplea unas
enzimas u otras dependiendo del medio en el que se encuentra. Este resultado
concuerda con la bibliografia existente, ya que B. cinerea emplea un set de
CAZymes distinto en funcién huésped (Blanco-Ulate et al., 2014). Los genes
Mfepme3 y MfcpmeZ2 de M. fructicola sobre fruta sufren fotoinduccién, mientras
que en 1% nectarina solo sufre fotoinduccion Mfcpme3, y ninguno de los dos se
expresa de forma significativamente distinta al control oscuridad cuando M.
fructicola crece en medio sintético PDB. La expresion génica de las PMEs esta
regulada por pH (Pelloux et al., 2007), y en M. laxa el pH juega un papel regulatorio
en la expresién y desempenio de estos genes (Baré-Montel et al., 2019). M. fructicola
acidifica los tejidos del huésped durante la infeccién, sintetizando y segregando
acido glucénico (De Cal et al., 2013), lo cual activa la expresién de varias
poligalacturonasas y podria activar la expresion de las PMEs. Este
comportamiento podria estar regulado por el factor de transcripciéon PacC, el cual
esta involucrado en la regulacion de genes controlados por pH en hongos
filamentosos (Pefalva et al., 2008). Los medios sintéticos pueden no ser

susceptibles a los mecanismos que M. fructicola usa para acidificar tejidos, de modo
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que un mecanismo que coordine la regulaciéon por pH y la regulacion por luz podria

entrar en juego.

El gen cutl de M. fructicola sdlo esta fotoinducido por luz azul en PDB y en menor
medida en 1% nectarina, mientras que durante la infeccién en fruta esta reprimido
por luz. Enzimas como cutinasas, presumiblemente necesarias para la penetracion
a través de la cuticula y otras enzimas hidroliticas extracelulares implicadas en la
degradacion de la pared celular vegetal, o proteasas implicadas en la degradacion
de membranas celulares han sido descritas para otros patégenos necrotrofos de la
misma familia como B. cinerea (Blanco-Ullate et al., 2014). El gen Mfecutl codifica
la principal cutinasa de M. fructicola y cuenta en su promotor con varios sitios de
unién para factores de transcripcién que pueden conferir al gen regulaciéon redox
(Lee et al., 2010; Wang et al., 2000). Las cepas de M. fructicola que sobreexpresan
el gen de la cutinasa MfCUT1 causan sintomas més graves (Lee et al. 2010). Por
otra parte, hay que remarcar que en estudios previos no se habia encontrado
actividad cutinasa en M. fructigena, estando limitada a M. firucticola y M. laxa
(Garcia-Benitez et al., 2019).

Hasta la fecha, muchos estudios se han centrado en las PGs, considerando estas
CWDEs como necesarias para la virulencia de muchos patosistemas (Bravo Ruiz
et al.,, 2016; Vilanova et al.,, 2018). El gen pgl codifica para la principal
poligalacturonasa de Monilinia spp., cuya regulacion hasta ahora se sabia
dependiente de pH y la presencia de pectina en el medio (Chou et al., 2015;
Rodriguez-Pires et al., 2020a). Sin embargo, el papel fundamental de MfPGI en M.
fructicola que también se habia descrito, se ha visto comprometido al comprobar
que la virulencia del patégeno disminuye cuando se sobreexpresa (Chou et al.,
2015). Por otro lado, se conoce muy poco sobre la regulacién de la familia de las
celulasas en Monilinia spp., no asi en B. cinerea donde se expresan al menos 15 de

estos genes durante el proceso de infeccién (Blanco-Ulate et al., 2014).

Los genes pnlly pnl2de M. fructicola 38C muestran mayor grado de fotoinduccién
en 1% nectarina que durante la infeccién de fruta. Las PNLs contribuyen a la
virulencia en las primeras etapas de la infeccién en B. cinerea (Chilosi & Magro,
1997) y Alternaria brassicola (Cho et al., 2015) y también inducen la muerte celular
del huésped en las interacciones con Verticillium dahliae (Y. Yang et al., 2018) y
Phytophthora capsici (Fu et al., 2015). Las PNLs actian preferentemente en
pectinas con un mayor grado de esterificaciéon con Ca2t a pH acido, mientras que
la forma de pectato aniénico es el blanco de las pectato liasas (Yadav et al., 2023)

donde actua el factor de transcripcion PacC de respuesta al pH que ha sido descrito
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como regulador de virulencia en diferentes patégenos de plantas (Roncero et al.,
2003; Zhang et al., 2013). MIPNLZ activa su expresién génica en presencia de
pectina (Rodriguez-Pires et al., 2020b) y aumenta de forma significativa su
actividad transcripcional como respuesta a irradiacién de luz de espectro completo
de alta intensidad (Rodriguez-Pires et al., 2021a).

Otro factor de transcripcién que juega un papel importante en la regulacién de las
CAZymes es CRE1, encargado de regular la represion por catabolitos de carbono y
cuyo objetivo es evitar la biosintesis de enzimas para la asimilacién de fuentes de
carbono alternativas si otras fuentes de carbono mas facilmente metabolizables,
como la glucosa o el acetato, estan presentes en el medio (Glass et al., 2013). En
Trichoderma spp. existe una conexién entre esta ruta de senalizacion y el
mecanismo de fotorrecepcién a través de la proteina ENV1, homoéloga de VVD1, a
través de las vias del cAMP y la proteina G heterotrimérica (Schmoll, 2018; Tisch
et al., 2011; Tisch & Schmoll, 2010). En el hongo Neurospora crassa, organismo
modelo en fotobiologia, se ha reportado que CRE1 esta sujeto a fotoadaptacién por
parte de VVD1 (Schmoll et al., 2012). El gen MfevvdI de M. fructicola 38C aumenta
su actividad transcripcional bajo el tratamiento de luz azul cuando el hongo crece
en medio sintético PDB, pero no mientras se lleva a cabo la infeccién en nectarina.
No se ha detectado al homélogo de CRE1 como un gen fotoregulado en ninguna de

las especies de Monilinia.

El gen nepZ, codificante para una proteina NEP1-like, responde de manera muy
significativa a los estimulos de luz roja y azul durante las primeras horas del
proceso de infeccién de nectarina por parte de M. fructicola, y a luz roja en M. laxa.
En estas dos especies nepZ se encuentra entre los genes que mayores niveles de
fotoinducciéon muestran. Sin embargo, M. fructigena muestra un comportamiento
totalmente diferente, aumentando levemente los niveles de actividad
transcripcional de nepl y nep2 en condiciones de oscuridad constante. De nuevo
encontramos un comportamiento distinto entre las especies de Monilinia en cuanto
a respuesta a luz se refiere. Las proteinas NEP1-like estan descritas como factores
de virulencia imprescindibles para el proceso de patogénesis en varias especies de
hongos fitopatdgenos. S. sclerotiorum tiene un gen homologo, ScnepZ2, cuya delecion
reduce significativamente la patogenicidad, que puede ser restaurada al
complementar el hongo con el alelo silvestre del gen (Yang et al., 2022). Ademas,
se han descrito como factores de virulencia en los hongos Colletotrichum
australisinense (Liu et al., 2022), Corynespora cassiicola (Dal’'Sasso et al., 2022), y

Verticillium dahliae (Santhanam et al., 2013). Sin embargo, su actividad no es
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esencial para el proceso de infeccién por parte de B. cinerea (Cuesta Arenas et al.,
2010).

Al buscar diferencias en la regiéon promotora de nep2 que pudieran explicar la
disparidad en el comportamiento de este gen frente al estimulo luz en las tres
especies de Monilinia, se observo que M. fructicola 38C y M. laxa 8L tienen en el
promotor de nep2un sitio de unién al complejo White-Collarbien conservado, y sin
embargo este sitio de union esta ausente en M. fructigena Mgena6. Dado que el
WCC es el principal factor de transcripcién que gobierna la regulacion de la luz
(Ballario et al., 1996), la falta de dianas de unién del WCC en la secuencia
promotora de nepZen M. fructigena Mgena6 podria explicar por qué no se encontré
fotoinduccién de nep2. Nuestros resultados asocian un aumento de expresion de
nep2 tras un estimulo por luz roja y azul en M. fructicola 38C, por luz roja en M.
laxa 8L, y sin embargo, el WCC cumple con una funcién de fotorreceptor de luz
azul. Esto sugiere la posibilidad de que el WWC regule la actividad transcripcional
de Monilinia spp. en respuesta a luz de otras longitudes de onda ademas de la luz
azul. Esta hipétesis esta respaldada por la bibliografia existente, ya que en A.
nidulans existe una interacciéon en el ntucleo entre las proteinas LreA y LreB,
homoélogos de WC-1 y WC-2, FphA, un fitocromo encargado de la deteccion de luz
roja y la proteina velvet VeA. Debido a que la mayoria de FphA se observa en el
citoplasma, una pequena parte debe ser transportada al ntcleo para participar en
la regulacién del complejo fotorreceptor (Corrochano, 2019; Purschwitz et al., 2008,
2009).

Los sitios de unién a WCC también estaban ausentes en las regiones promotoras
de nepl en las tres especies estudiadas. Las diferencias en los niveles de expresion
entre nepl y nepZ también podrian explicarse por la presencia de sitios de
regulaciéon PacC en la region promotora de nepl. Dado que nepl mostrdé unos
niveles de expresion génica muy bajos, mucho menores que nepZ, y debido al gran
numero de sitios de uniéon a PacC en el promotor del gen nepl en las tres especies,
nuestra hipdtesis es que nepl se expresa mas tarde en el proceso de infeccidn,
cuando el proceso de secrecion de acido gluconico por Monilinia ha acidificado los
tejidos del hospedador, desactivando la funciéon represora de PacC a pH alcalino
(De Cal et al., 2013). También es posible que exista otro regulador positivo que
aumente la actividad de nepI a pH acido mientras PacC la mantiene reprimida en
pH neutro o alcalino. En B. cinerea existe una relacion entre la familia de genes
reguladores velvet, involucrados con el proceso de fotorrecepcion, y la regulacion

génica de las CAZymes y el proceso de acidificacion de los tejidos del huésped
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durante la infecciéon. Varias cepas mutantes en los genes BcVell y BclLael,
homoélogos de la familia velvet de Monilinia spp., mostraron niveles de produccién
de acido citrico y OA reducidos, perdiendo la habilidad de colonizar el tejido del
huésped. Ademas, mostraron unos niveles de actividad transcripcional de multitud
de genes codificantes de CAZymes muy reducidos en comparacién a las cepas
silvestres (Miiller et al., 2018; Schumacher et al., 2015). Del mismo modo, una cepa
mutante en el gen Bcphy3 mostr6 significativamente menor patogenicidad en
diferentes tejidos vegetales (Hu et al., 2014).

Se ha demostrado, por primera vez, que la luz puede regular el comportamiento
tanto de CAZymes como de NLPs para ayudar, especialmente, a la actividad
patégena de M. fructicolay M. laxa, acelerando la ruptura de la pared celular y de
la membrana celular respectivamente, por lo que podria existir un modo de accién
sinérgico de CAZymes y NLPs en la actividad patogénica de Monilinia spp. Este
aumento en la actividad transcripcional de los factores de virulencia se aprecia
especialmente en aquellas muestras que presentan un periodo de latencia
reducido, causado por la influencia de las luces roja y azul, principalmente en M.
fructicola, pero también en M. laxa 8L. Por el contrario, la expresion de CAZy y
NLPs se mantuvo a bajos niveles en M. fructigena Mgena6, y aumenté lentamente
con el tiempo en la oscuridad. Esto revela un comportamiento completamente
diferente entre las tres especies de Monilinia causantes de la podredumbre parda,
sugiriendo que, aunque todas las Monilinia spp. portan un conjunto similar de
CWDEs y fotorreceptores, existen diferencias en la regulaciéon de sus niveles de
expresion causadas por la luz, teniendo un impacto en el desarrollo de la
podredumbre parda. Ya se habia establecido un nexo de unién entre los
fotorreceptores y la capacidad para causar enfermedad por parte de otros hongos y
bacterias patégenas (Idnurm & Heitman, 2005; Ruiz-Roldan et al., 2008; Swartz
et al., 2007). Sin embargo, solo se habian descrito un conjunto de fotorreceptores
muy conservado con otros hongos sensibles a la luz para M. /laxa, sugiriendo para
ellos funciones en el desarrollo y la dispersién de este patégeno (Rodriguez-Pires
et al., 2021b). Se identificaron posibles fotorreceptores en M. laxa para la luz azul
(“White Collar” y criptocromos), verde (opsinas), roja (fitocromos) y para las
proteinas velvet, familia reguladora relacionada con la fotorrespuesta (Rodriguez-
Pires et al., 2021b). An4lisis transcripcionales de estos genes se realizaron bajo luz
diurna o luz de color especifico, y tanto en tiempo de luz diurna o luz de color
especifica, y ambos con iluminacién temporal, encontrandose expresiéon génica
desencadenada dependiente de la luz de Mivel2, MiphyZ2, Mlops2y MilcryZ2, y la luz
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de color como inductor positivo de la expresion de Mlvel3, Mlvel4, Miphyly Mlcryl
(Rodriguez-Pires et al., 2021b).

M. fructigena Mgena6 cuenta con una estrategia de infeccién-colonizacién de las
nectarinas diferente a las otras dos especies y también es distinta su
fotorrecepcion, respuesta y regulacion frente a luz, mostrandose parcialmente
ciega frente a ella. Hemos usamos técnicas de secuenciacién masiva RNAseq para
analizar la respuesta transcripcional de M. fructigena Mgena6 al estimulo luz
blanca durante los primeros momentos del desarrollo de podredumbre parda sobre
nectarina. Nuestros resultados indican que, a pesar de que en ese estrecho margen
de tiempo el hongo no haya tenido ocasiéon causar sintomas visibles, la luz afecta
de forma negativa a la expresién génica de ciertas enzimas potencialmente
relacionadas con el desarrollo de la podredumbre parda como PNL2 y CUT1. M.
fructigena se sitiia en una posicion desfavorable frente a las otras dos especies de
Monilinia, que no muestran una reducciéon de la actividad CAZyme tras la
1rradiaciéon de luz de 14 h, duraciéon de un dia de Julio en plena campana de
cosecha. Esto podria ayudar a explicar las diferencias de virulencia entre las
especies de Monilinia y proporcionar una razon para el desplazamiento actual de
M. fructigena de los huertos de fruta de hueso a los de fruta de pepita (Abate et al.,
2018; Villarino et al., 2013), huertos estos ultimos en zonas més frescas y con

fechas de cosechas mas tardias y menos luminosas.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis demuestran que la luz
juega un papel regulatorio en el desarrollo de la podredumbre parda, y que las
distintas especies de Monilinia responden al estimulo luz, a su longitud de onda y
al fotoperiodo de forma diferente, a pesar de que todas cuentan con la misma
bateria de fotorreceptores. La luz de distintas longitudes de onda influye en la tasa
de crecimiento diario de las tres especies estudiadas de forma diferente. Sélo en M.
fructicola se acelera la aparicién de sintomas de enfermedad bajo la influencia de
luz roja o azul, lo que le anade una franja de tiempo 6ptimo extra, durante el dia,
para la infeccién-colonizacion del fruto de esta especie respecto a las otras dos. Las
tres especies tienen a su disposicién un nimero muy similar de genes codificantes
de CAZymes, ademas de dos NLPs. Esta bateria de CWDEs esta muy conservada
entre especies y, sin embargo, observamos diferencias a nivel regulatorio
ocasionadas por la luz, que podrian explicar el diferente nivel de virulencia entre
especies. M. fructicola'y M. laxa mostraron una fotoinduccién de un grupo selecto

de genes codificantes de CWDEs similar frente a la luz roja, mientras que M.
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fructigena siguié un patrén transcripcional totalmente opuesto. Este grupo incluye

CAZymes bien estudiadas como pgly pme3, ademas de los genes neply nepZ.

Sin embargo, y a pesar de las contribuciones de esta tesis al conocimiento sobre
Monilinia spp., estos estudios no estan carentes de limitaciones, como la ausencia
de estudios funcionales de genes o proteinas, motivada por la imposibilidad de
producir de forma fiable cepas transformantes de Monilinia spp. Hasta donde
sabemos, a fecha de la escritura de esta tesis no existe un protocolo fiable para la
mutagénesis dirigida en M. laxa y M. fructigena, y mientras que en M. fructicola
si hay pruebas de transformaciones exitosas usando técnicas basadas en la
integraciéon y sustituciéon génica mediada por ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens (Rodriguez-Pires et al., 2019), los resultados son normalmente
impredecibles, v M. fructicola tiene la tendencia a perder el ADN integrado y
regresar a su estado salvaje debido a su naturaleza heterocarionte y la gran
variabilidad de nucleos en conidias, hifas y protoplastos. En esta tesis se ha
intentado solventar dicha limitacién usando aislados con distintas caracteristicas
de virulencia y comparando su respuesta frente al mismo estimulo, pero la
transformacion genética sigue siendo la herramienta predilecta para determinar
la funcién de un gen. Recientemente se ha descrito un método que permite la
expresion de factores de virulencia o efectores de Monilinia spp., en plantas de
forma transitoria, por agroinfiltracion mediante un sistema de expresién
modificado basado en 7obacco Rattle Virus (TRV) (Lépez et al., 2024). En el futuro
se espera contar con técnicas que permitan la transformacion de Monilinia spp. de
manera fiable y consistente, para poder llevar a cabo experimentos con mutantes
knockout o que sobre expresen genes de interés, que permitirian avanzar en el
conocimiento sobre la funcion de multitud de genes en el desarrollo de la

podredumbre parda.

Los resultados presentados sirven para completar los cuatro objetivos con los que
se plantea la presente tesis, ademas de establecer un marco teérico adecuado para
futuras investigaciones que ahonden en los mecanismos regulatorios que
gobiernan el desarrollo de la podredumbre parda. Determinar el papel que
cumplen las proteinas NEP1-like como NEP2 en el desarrollo de la enfermedad,
caracterizar la posible funcién y papel del gen farl en el proceso de fotorrecepcion
de Monilinia spp., esclarecer la funcién de vvdI en el proceso de fotoadaptacion y
su relaciéon con el WCC, determinar cudl es el papel de la familia de proteinas
velvet en la patogénesis de Monilinia spp. y su posible relaciéon con el complejo

fotorreceptor, o comprender mejor el sistema de regulacion de las CAZymes y su
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posible implicacion en las diferentes preferencias de huésped que existen entre M.
fructicola, M. laxa y M. fructigena son algunas de las futuras lineas de

investigacion que los resultados de esta tesis hacen posible.
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6. Conclusiones

1. Las luces de distinta longitud de onda afectan al crecimiento y
esporulacion de Monilinia spp. de forma dependiente de la especie

a. La luz roja produce un aumento en la tasa de crecimiento diario en
M. fructicola 38C bajo fotoperiodos de 8 y 12 horas, mientras que el
resto de las longitudes de onda ralentiza su crecimiento.

b. La luz blanca inhibe la produccién de conidias en M. fructicola 38C,
pero no en M. fructicola 1C

c. Todas las luces producen una reduccion en la tasa de crecimiento de
M. fructigena Mgena6 en el fotoperiodo de 8 h, pero sélo las luces
blanca, verde y ultravioleta cercano hacen lo mismo en el fotoperiodo
de 12 h.

d. No se han encontrado condiciones de iluminacién que induzcan la
produccion de conidias en M. fructigena Mgena6

2. Las tres especies de Monilinia causantes de podredumbre parda en huertos
espanoles cuentan con un set de fotorreceptores idénticos

a. Dicho set estd compuesto por tres fitocromos (phyl, phy2y phyd),
dos criptocromos (cryly cry2), tres proteinas pertenecientes a dos
categorias distintas de Light, Voltage, Oxygen (LOVs, wcll, wel2y
vvdl), y dos rodopsinas (oply op2).

3. La maquinaria fotorreceptora modifica su actividad transcripcional en
respuesta a luz en casos concretos

a. La luz blanca causa fotoinduccion de los genes Mfevvdl, Mfefarl,
Mfteeryl, Mfeery2, Mfephy2y Mfcop2 cuando M. fructicola 38C crece
en medio sintético PDB, y sélo de Mfevvdly Mfefarl cuando lo hace
sobre nectarina.

b. Hemos podido describir el gen Mfefarl, ampliamente distribuido en
hongos ascomicetos y sin funcién descrita, pero fuertemente
fotoinducido tanto en medio sintético como en fruta

c. M. fructigena Mgenab6 experimenta fotoinduccién por luz blanca de
los genes Mfgceryl, Mfgvvdl, Mfglovs, Mfglov4dy Mfofrql

4. Las tres especies de Monilinia codifican en su genoma para un conjunto de

factores de virulencia muy similar
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a. Se identificaron un total de 414, 398 y 383 CAZymes en los genomas
de M. fructicola 38C, M. laxa 8L.y M. fructigena Mgenab,
respectivamente.

b. En el genoma de las tres especies de Monilinia se localizan dos
genes codificantes para proteinas NEP1-like, nep!y nepZ.

c. La secuencia aminoacidica de las NLPs esta muy conservada en
Monilinia spp. Y los modelos predicen estructuras similares a las
conocidas y similitud en su modo de accién.

d. M. fructicola 38C y M. laxa 8L cuentan con sitios de unién para el
WCC en el promotor de nepZ, pero no M. fructigena Mgena6.

5. La aparicién de sintomas de enfermedad en M. fructicola 38C viene
acompanada por un aumento de la actividad transcripcional en un grupo
genes que codifican para factores de virulencia

a. Los genes Mfcpme3, Mfecpme?2, Mfepgl, Mfecell, Mfepnll, Mfepni2'y
MfenepZ2 experimentan fotoinduccion en M. fructicola 38C durante
las primeras horas del proceso de infecciéon sobre nectarina.

b. M. laxa experimenta una menor fotoinducciéon en los mismos genes,
mientras que M. fructigena s6lo experimenta fotoinducciéon en
Mftgpnl2y los genes Mfgpme3, MfgpmeZ2, Mfgcutl, Mfgcell, Mfgpnll
y MfgnepZ2vieron sus niveles de expresion génica aumentados en
condiciones de oscuridad.

6. M. fructicola 38C muestra diferencias, propiciadas por luz roja y azul, en
los niveles de expresion génica de CAZymes y MfenepZ2 al crecer sobre
distintos medios de cultivo sintético y sobre fruta.

a. Solamente las luces roja y azul reducen el periodo de latencia en M.
fructicola 38C, acelerando la aparicion de sintomas de enfermedad

tras 14 h de exposicion a estas longitudes de onda.
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Tabla S4.1. Genes expresados diferencialmente compartidos entre las muestras de 5

minutos y 14 horas de iluminacion.

Upregulated genes

Downregulated genes

Protein ID Annotation Protein ID Annotation
MFRU_003g00560 pnll MFRU_003g05160 hypothetical protein MFRU_003g05160
MFRU_021g00620 farl MFRU_028900860 Oxidoreductases

MFRU_008g01270

HAD-superfamily class 1A hydrolase

MFRU_053g00330

Oxidoreductases

MFRU_003g04280

Unknown function

MFRU_036g00470

putative exo-beta glucanase protein

MFRU_002g03330

beta-sandwich domain of Sec23/24

MFRU_006g02210

Acting on a peroxide as acceptor

MFRU_071g00010

Choline dehydrogenase

MFRU_028g00160

putative epll protein

MFRU_005g02620

SURY

MFRU_008g03590

Translocases

MFRU_003g01680

Cinnamy| alcohol dehydrogenases (CAD)

MFRU_032900410

putative cnd3 protein

MFRU_031g00840

Taurine catabolism dioxygenase TauD

MFRU_050g00430

putative multicopper oxidase protein

MFRU_005904180

Unknown function

MFRU_071g00130

Unknown function

MFRU_014901250

Unknown function

MFRU_063g00080

Taurine catabolism dioxygenase TauD

MFRU_004g03450

Heat shock protein 9/12

MFRU_008g00380

Unknown function

MFRU_005g01380

Major Facilitator Superfamily

MFRU_019g00940

pgé

MFRU_028901080

Lactonase, 7-bladed

MFRU_037g00110

putative magnesium ion transporter protein

MFRU_003g02440

cell

MFRU_013g00700

Unknown function

MFRU_012902510

putative alkyl hydroperoxide reductase subunit ¢

MFRU_031g01060

putative xenobiotic compound family protein

MFRU_009g02400

putative zinc-binding dehydrogenase protein

MFRU_012g01220

putative histidine acid phosphatase protein

MFRU_029g00280

D-threo-aldose 1-dehydrogenase

MFRU_004g04290

Unknown function

MFRU_002g03840

Unknown function

MFRU_003g00720

Transferring one-carbon groups

MFRU_024g00750

putative integral membrane protein
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MFRU_010g02220

Oxidoreductases

MFRU_036g00130

Acting on ester bonds

MFRU_019g01430

putative major royal jelly protein

Tabla S4.2. Valores de expresion génica diferencial obtenidos por RNAseq en M.

fructigena Mgena6 de un grupo de CWDEs importante para el desarrollo de la

patogénesis en Monilinia spp.

5 minutes 14 hours
Gene CAZ}tme Seq ID
Name family Mean Mean TPM Loge FDR p-value Mean Mean TPM Logs FC FDR p-
TPM 58W  darkness FC TPM 58W  darkness value
cell GH g4625.t1 65,07 1,18 5,66 4,33E-26 2,08 4,35 0,54 0,68
cutl CE gl4.tl 15,02 11,15 0,41 0,80 7,29 15,39 1,11 0,04
pgl GH 29059.t1 1537,29 80,34 4,31 4,87E-16 28,48 213,61 1,53 0,04
pg2 GH 26856.t1 34,99 10,54 2,70 0,05 2,22 23,81 -3,46 6,74E-12
pg3 GH g1036.t1 24,31 16,93 0,40 0,73 11,48 23,31 -1,05 0,03
pme3 CE 29060.t1 587,59 67,40 3,05 1,27E-21 47,21 109,23 -0,65 0,37
pme2 CE g1597.t1 113,95 7,58 3,82 3,68E-23 6,88 24,05 0,51 0,67
pnll PL 25602.t1 2,38 3,73 -0,60 0,73 2,91 1,65 0,75 0,46
pnl2 PL 22019.t1 286,74 2,04 7,80 7,44E-53 0,14 42,02 -7,94 7,12E-14
pell PL 26148.t1 11,30 14,93 -0,48 0,62 10,94 12,36 -0,20 0,80
pel2 PL g3424.t1 1,72 2,08 -0,42 0,85 1,41 0,76 0,86 0,53
pel3 PL g6198.t1 5,19 6,13 -0,37 0,85 5,23 8,45 -0,79 0,24
rhal GH g5755.t1 62,86 48,48 0,28 0,70 68,73 59,91 0,11 0,87
rha2 GH g6185.t1 11,15 15,60 -0,57 0,57 14,80 9,35 0,64 0,17
rhab GH 2350.t1 17,13 5,32 1,62 2,15E-03 2,99 4,75 -0,70 0,25
rha6 GH 25923.t1 12,17 13,08 -0,20 0,90 13,93 15,71 -0,28 0,64
rgael CE 24360.t1 18,33 5,33 1,69 0,01 9,36 6,22 0,52 0,48
rgae2 CE 21033.t1 27,12 14,42 1,02 0,16 3,87 10,43 -1,52 7,06E-03
nep2 g1541.t1 400,37 61,93 2,64 4,03E-19 205,23 146,44 0,62 0,34
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Tabla S4.3. Valores de expresion génica diferencial obtenidos por RNAseq en M.

fructigena Mgena6 de los genes potencialmente implicados en la respuesta a luz.

5 minutes 14 hours
Gene SeqID
Name Mean TPM Mean TPM Log: FDR p- Mean TPM Mean TPM  Log: FDR p-
58W darkness FC value 58W darkness FC value
cryl 28216.t1 61,50 13,01 2,12 2,49E-11 35,89 26,72 0,40 0,43
cry2 g881.t1 17,96 1,23 3,75 8,24E-19 4,58 0,51 3,06 2,29E-06
well  g1542.t1 51,24 46,77 0,01 0,99 31,47 40,55 -0,33 0,58
wecl2  g7951.t1 60,75 42,55 0,40 0,46 35,32 34,29 -0,01 0,99
vvdl  g9378.t1 231,67 6,16 5,34 5,27E-42 42,27 4,11 3,27 3,34E-12
lov3 29073.t1 199,85 39,77 2,30 9,23E-10 23,40 14,15 0,73 0,10
lov4 23328.t1 26,60 1,97 3,77 5,30E-14 1,14 0,45 2,34 0,26
opl 28105.t1 403,16 483,59 -0,15 0,91 240,07 569,90 -1,28 1,46E-04
op2 22643.t1 0,35 0,77 -1,29 0,57 3,97 0,93 2,08 0,01
phyl g1853.t1 33,89 23,43 0,41 0,18 26,60 22,26 0,27 0,65
phy2  g5635.t1 138,30 54,57 1,27  2,05E-04 61,59 31,15 0,96 0,01
phy3  g4438.t1 26,40 14,30 1,83 0,04 16,67 19,07 -1,17 0,47
vell g5077.t1 220,32 138,85 0,55 0,24 114,29 100,45 1,05 0,86
vel2 22938.t1 448,26 162,75 1,39 1,07E-04 129,63 76,57 0,66 0,18
vel3 28652.t1 13,00 3,20 2,00 9,60E-04 2,47 5,58 -1,16 0,06
veld  g3834.t1 73,33 86,51 -0,35 0,58 61,97 72,51 -0,28 0,62
laeA  g8911.t1 79,93 36,76 1,01 0,03 15,72 20,04 -0,35 0,62
frql  g8931.t1 522,32 89,52 2,47  4,42E-06 35,66 61,37 -0,79 0,07
farl g2044.t1 604,42 505,81 0,17 0,89 625,04 597,38 0,07 0,94
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Abstract: Light represents a powerful signal for the regulation of virulence in many microbial path-
ogens. Monilinia fructicola is the most virulent species causing brown rot in stone fruit crops. To
understand the influence of light on M. fructicola, we measured the effect of white light and photo-
periods on the colonial growth and sporulation of the model M. fructicola strain 38C on solid cul-
tures. Searches in M. fructicola 38C genome predicted a complete set of genes coding for photore-
ceptors possibly involved in perception of all ranges of wavelengths. Since white light had an obvi-
ous negative effect on vegetative growth and asexual development of M. fructicola 38C on potato
dextrose agar, we studied how light influences on photoresponse genes in M. fructicola during early
peach infection and in liquid culture. The transcriptomes were analyzed in “Red Jim” nectarines
infected by M. fructicola 38C and subjected to light pulses for 5 min and 14 h after 24 h of incubation
in darkness. Specific light induced genes were identified. Among these, we confirmed in samples
from infected fruit or synthetic media that blue-light photoreceptor VIVID1 was among the highest
expressed genes. An unknown gene, farl, coding for a small protein conserved in many families of
Citation: To be added by editorial Ascomycota phylum, was also highly induced in light. In contrast, a range of well-known photore-
staff during production. ceptors displayed a low transcriptional response to light in M. fructicola from nectarines but not on

the pathogen mycelium growing in liquid culture media for 6 days.
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m Brown rot is a fungal disease affecting stone and pome fruit crops worldwide, caused

Copyright: © 2023 by the authors.  mainly by three species of the genus Monilinia spp [1], Monilinia fructicola (G. Winter),
Submitted for possible open access  Monilinia fructigena (Honey) and Monilinia laxa (Aderhold and Ruhland). However, M.
publication under the terms and g ticolg has a higher growth and aggressiveness than M. laxa and M. fructigena, which
may be the cause of the displacement of both species on stone fruit orchards [2]. In our
laboratory strain 38C has been largely used as a model to understand peach infection by
M. fructicola [3].

1. Introduction

conditions of the Creative Commons
Attribution (CC  BY) license
(https://creativecommons.org/license

s/by/4.0/).

M. fructicola, belonging to the Sclerotiniaceae family, has a necrotrophic lifestyle, as it col-
onizes plant cell tissue and cause cell death in order to obtain nutrients [1]. M. fructicola
infection process can be divided into three phases: pre-penetration, penetration and colo-
nization. Infection begins when M. fructicola conidia germinate on fruit surface to produce
germ tubes and/or appressoria, which then penetrate through fruit surface depending on

J. Fungi 2023, 9, x. https://doi.org/10.3390/xxxxx www.mdpi.com/journal/jof
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the prevailing environmental conditions [3], and degree of maturity of fruit [4]. Temper-
ature affects the production of germ tubes or appressoria by M. fructicola after conidial
germination [4]. M. fructicola produces the same number of germ tubes or appressoria at
4 °C, while produces more germ tubes than appressoria at temperatures higher than 10
°C. Negligible or no germination of M. fructicola conidia occurs at 60% RH [4]. However,
the effect of light on these early pre-penetration stages of M. fructicola is unknown.

Light has been identified as another important environmental factor in the development
of plant diseases [5;6], affecting both the host response and the pathogen virulence. Light
drives adaptive responses in fungi, which actively sense their environment in order to
activate protective mechanisms against light-associated stress and to regulate many facets
of their development, like carotenogenesis and conidiation [7], secondary metabolism [8]
and the balance between sexual and asexual development [9]. Behind this regulation of
cell development there is a sophisticated light signaling machinery, which is composed of
different apoproteins in association with chromophores [10]. These complexes, named
photoreceptors, react to light of a determined wavelength through absorption of a photon
that promotes structural changes in the chromophore, which in turn induce conforma-
tional changes in the apoprotein [11]. There are several families of photoreceptors depend-
ing on the chromophore they harbor and the wavelength they are sensitive to: near-
UV/blue light-sensing cryptochromes (CRYs, 350-500nm), blue light-sensing LOVs (light,
oxygen, voltage) domain containing proteins (450nm), green light-sensing opsins (OPs,
540nm), and phytochromes which detect red/far red ratio (650-780nm) [11].

Recent genomic studies in M. laxa suggest that the photoreceptors arsenal [12] is similar
to those described in the well-known pathogen B. cinerea [13], which also belongs to the
Sclerotiniaceae family. A unique ortholog for each photoreceptor with a highly conserved
domain architecture was identified in M. laxa [12]. M. laxa has proven to be a light-respon-
sive plant pathogen since different light conditions, intensities and photoperiods affect its
transcriptional profile, phenotype, growth and conidiation rate [14;15]. Light also affects
the development of brown rot caused by M. laxa on nectarines and cherries [15]. In this
study, we focused on determining whether the model for M. fructicola infection in peaches,
strain 38C, would be able to perceive the presence or absence of light, by identifying the
completeness of photoreceptors machinery, which genes are under light regulation when
the fungus is cultured on fruit in early pre-penetration stages or synthetic media, and how
exposure to light influences the growth of this fungal plant pathogen.

2. Materials and Methods
2.1 Monilinia fructicola strains

Single-spore isolate from M. fructicola, 38C is stored at the culture collection of the Plant
Protection Department of INIA-CSIC (Madrid, Spain). From the same collection, we chose
strain 1C as a control on solid cultures. The genome from M. fructicola 38C is sequenced
and available at NCBI under the accession number GCA_016906325.1 (BioProject
PRJNA503180) [16]. Isolates were maintained as cultures on Potato Dextrose Agar (PDA
Difco™, New Jersey, USA), in darkness at 4°C for short-term storage and as a conidial
suspension in 20% glycerol at -80°C for long-term storage. For conidia production, isolates
were cultured on PDA at 25°C for 7 days in continuous darkness.

2.2 Effect of different lights on mycelial growth and sporulation of M. fructicola on
PDA

Effect of white light generated using a set of fluorescent bulbs of Osram36W/954 “day-
light” on the growth rate and conidia production was evaluated for M. fructicola strains
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1C and 38C. These bulbs produce an irradiance of 110.13 W m?, a luminous flux of 2,850
Im, illuminance of 8,700 lux, and have a wavelength range between 300-700 nm, with a
maximum around 550 nm (supplementary figure 1). Petri dishes filled with PDA were
inoculated in the center with a 15ul droplet of a suspension containing 10¢ conidia ml-!
and cultivated for 7 days in growth chambers at 22-25°C under two different photoperi-
ods: 8h light / 16h darkness and 12h light / 12h darkness. Distance between light bulbs
and samples was set to 25 cm and control groups were set in continuous darkness. Two
perpendicular diameters were measured starting on the third day of incubation until the
end of the experiment, and daily growth speed (diameter in mm day') was calculated
using regression analysis from the average measurements of each colony diameter. Total
sporulation was calculated at the end of each assay and then referenced to each colony
growth area. In order to do so, the surface of each plate was individually scraped after
adding 5 ml of sterilized distilled water and filtered through glass wool to remove the
mycelia. The number of conidia produced was counted using a hemocytometer. Data
were expressed as total conidia divided by the colony area (cm?). Five technical replicates
were used for each condition and the whole experiment was repeated twice.

2.3 Effect of different lights on gene expression levels of M. fructicola in PDB

Influence of white light generated using a set of fluorescent bulbs of Osram 58W/840 “Cool
White” was also tested. These bulbs produce an irradiance of 165.55 W m?2, a luminous
flux of 5,200 Im, illuminance of 14,900 lux, and have a wavelength range between 300-
700nm, with a maximum around 520nm (supplementary figure 1). Flasks containing 100
ml of Potato Dextrose Broth (PDB, Difco™, New Jersey, USA) were inoculated with co-
nidia from M. fructicola 38C and grown in darkness at 25°C for 6 days to allow for mycelial
growth. Lights were turned on and samples were taken at 5 minutes, 1 h, 25h 5h and 14
h of uninterrupted illumination. Distance between light bulbs and samples was set to 25
cm and control groups were set in continuous darkness. Mycelium was then collected by
filtering the culture through miracloth and immediately freezed in liquid nitrogen. Flasks
maintained in darkness were used as control. Three biological replicates were used in each
condition, and complete experiment was repeated twice.

2.4 Effect of different lights on nectarine brown rot disease

Nectarines (var. Red Jim) form Ebro valley (Lleida, Spain), harvested at optimal commer-
cial maturity on the first weeks of August were used. Surface of nectarines were disin-
fected using the hypochlorite procedure [17]. Afterwards, nectarines were prepared for
infection experiments being dried in a laminar flow cabinet and then each nectarine was
inoculated with three drops of 15 pl of a suspension containing 10 conidia ml! from M.
fructicola 38C. Inoculated fruit were placed on sterilized cellulose alveoli inside disinfected
plastic containers lined up with soaked paper to maintain humidity. Each container was
individually sealed with plastic film and incubated in the dark for 24h at 22°C and 100%
HR to allow conidial germination and germ tube formation [4]. Next, lights were turned
on and fruit tissue samples with germinated conidia were taken at 5 minutes, 1 h, 2.5h, 5
h, and 14 h of continuous illumination. Inoculated fruit maintained in darkness were used
as control. After each incubation time, samples of peel and pulp tissues of 1 cm diameter
encompassing the inoculation sites were collected from three individual fruit (three bio-
logical replicates) per condition. All samples were frozen in liquid nitrogen before being
kept at -80°C until further transcriptional profiling analysis.

2.5 RNA extraction
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Total RNA of M. fructicola 38C was extracted from infected fruit tissues according to the
rapid CTAB-based protocol [18] adapted to Monilinia spp [12]. Total RNA was resus-
pended in RNase free Mili-Q water and frozen immediately at -80°C until further use.

When using mycelium from PDB as source for RNA extraction, a TRIreagent based
method was used (Sigma—Aldrich, St Louis, MO, USA) as previously described [19]. Total
RNA was resuspended in RNase free MiliQQ water and frozen immediately until further
use.

In both cases, RNA concentration and purity were measured using a NanoDrop 2000 spec-
trophotometer, and RNA integrity was checked by 1.2% agarose gel electrophoresis.

2.6 Identification of photoreceptor coding genes in M. fructicola 38C genome

The blast tool from NCBI Genomic workbench
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/) was used to identify a list of putative pho-
toreceptor coding genes and light response genes, described in M. laxa [12], in the availa-
ble 38C genome and proteome prediction.

2.7 Transcriptomic analysis

RNA samples from nectarines infected by M. fructicola 38C, from the same Osram 58W/840
“Cool White” as before, and darkness at 5 minutes and 14 hours post irradiance (pi) were
sequenced using [llumina technology by Macrogen facilities. RawData files in .fastq for-
mat were generated containing 150pb reads. These reads were trimmed and mapped
against available Monilinia spp. genomes using CLC Genomics Workbench 22.0.3 [20] soft-
ware and differential expression analysis were carried out between withe light and dark-
ness in both time stamps. A transcript was considered to be differentially expressed when
it had a logFC lower or higher than -2/2 respectively and a RPKM value higher than 20 in
at least one condition.

Gene Ontology and functional annotation analysis were performed using OmicsBox soft-
ware [21]. GO enrichment analyses were also carried out using the “Gene Set Test” tool in
CLC Genomics Workbench (QIAGEN CLC Genomics Workbench 22.0.3 [20]. Filtering pa-
rameters to define a differentially expressed gene (DEG) were an RPKM value above 20
and a p-value< 0.05.

2.8 Gene expression analysis

Before cDNA synthesis, total RNA samples from 38C were treated with DNase I (Invitro-
gen, Carlsbad, USA) following manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized from
1ug of DNase- treated RNA using SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR
and oligo(dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, USA) following manufacturer’s indications.
Real-time PCR was performed with a 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Fos-
ter City, USA) using GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, USA). Three technical
replicates were analyzed for each biological replicate for both target and housekeeping
genes, with a total volume of 20 pl, containing 10 pl of 2x GoTaq qPCR Master Mix, 7.8 ul
of nuclease-free water, 300 nM of each primer and 100 ng of cDNA. The cycling program
was 2 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. After the
amplification reaction, a melt curve analysis was performed to check the specificity. Pri-
mers (oligonucleotides listed in supplementary Table 1) for histone H3 gene (MIl_his-
toneH3) (BK012065) were used from Rodriguez-Pires et al., (2020b). Primers for vividl
(vodl), farl, phytocrome 1 and 2 (phyl and phy2), opsinel and 2 (opl and op2), crypto-
chrome 1 and 2 (cryland cry2) and velvet 2 and 4 (vel2 and vel4) genes (gene codes are in
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Table 1) were designed using Vector NTI (Thermo Fisher, Waltham, USA) and MEGA X
[22].

2.9 Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA analysis. When F-test was significant at p < 0.05, the
means were compared using Tukey’s multiple test range.

Gene expression levels were calculated using the 2-44¢t method [23].

3. Results

3.1 Effect of light on growth rate and sporulation of M. fructicola

Strain 38C has previously been used to study the infection process on peach by M.
fructicola. Strain 38C was subjected to different conditions of light exposure to determine
possible effects of light on its colony phenotype. As a control, M. fructicola strain 1C was
used for comparison. Strains 1C and 38C showed differences in colony development when
exposed to light. Strain 38C grew faster than strain 1C in every condition tested (Figure
1).

Figure 1. Effect of white light on two M. fructicola strains after seven days of incuba-
tion: (a) strain 38C exposed to a 12h white light photoperiod; (b) strain 1C exposed to a
12h white light photoperiod; (c) strain 38C exposed to continuous darkness; (d) strain 1C
exposed to continuous darkness.

Since photoperiods are important on fungal growth [12], in order to quantify the ef-
fect of white light or darkness on the growth and conidiation rates of M. fructicola, we
tested two different photoperiods, with 8 and 12 h of light each one . Growth speed of
both M. fructicola isolates was affected by the 12 h of light photoperiod. The 8 h of light
photoperiod only had a significant effect on the growth rate of isolate 38C (Figure 2 A and
B). However, the effect of light on sporulation of both isolates was different (Figure 2 C
and D). Sporulation of 38C was reduced by two photoperiods, with further reduction at
12 h of light photoperiod. Meanwhile, light did not have any effect on the sporulation of
1C. These data indicated that our model strain 38C might differentially respond to light.
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Figure 2. Effect of two different white light photoperiods on mycelial growth rate
and sporulation of two strains of M. fructicola, 38C and 1C, after seven days of incubation:
(A) mycelial growth rate under 8h light photoperiod; (B) mycelial growth rate under 12h
light photoperiod; (C) sporulation under 8h light photoperiod; (D) sporulation under 12h
light photoperiod. Data is the average and standard deviation from two completed assays
with five technical replicates each one. Bars with same letter in each graph were not sig-
nificantly different by Tukey’s multiple test range.

3.2 Light sensing machinery in M. fructicola 38C.

Fourteen genes encoding putative light sensing and photoresponse related (photore-
ceptors) proteins (listed in Table 1) were identified in M. fructicola 38C genome after
BLASTP searches using NCBI Genomic Workbench and available genomic data from B.
cinerea strain B05.10 and M. laxa strain 8L, together with the predicted proteome of M.
fructicola 38C. Deduced protein sequences showed shared and well-conserved domains
with those on B. cinerea and M. laxa (Tables 1 and 2).

Table 1. Photoreception related proteins presented in M. fructicola 38C and homology
of their conserved domains in B. cinerea and M. laxa. @ Protein unique identifier in 38C
predicted proteome. » Putative protein function based on functional annotation. ¢ Pre-
dicted protein length in 38C proteome ¢ Gene unique identifier in M. laxa 8L genome;
BLASTP identity and coverage. ¢ Gene unique identifier in Botrytis cinerea B05.10 genome;
BLASTP coverage and BLASTP identity.
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Gene Putative protein Predicted M. laxa % % B. cinerea %
Seq ID* . . ) ) % Coverage
name function protein length® 8L ID Identity ~ Coverage  B05.10 Id°  ldentity
1
Putative near-UV/blue light sensors
I
putative MICRY1
Mfccryl MFRU_030g01000  deoxyribodipyrimidine 646 92.01 89.54 Bceryl 77.28 99.15
photo-lyase
DASH family MICRY?2
Mfccry2 MFRU_004902180 684 94.6 100 Bcery2 84.36 100
cryptochrome protein
Blue light sensing
putative white collar-1 MIWC1
Mfewel MFRU_072900010 1106 96.26 99.91 Bewell 67.38 97
protein
putative white collar-2 MIWC2
MfcwlI2 MFRU_002g04340 483 95.65 100 Bcwcl2 72.27 99
protein
vivid PAS VVD MIVVD1
Mfcvvdl MFRU_006g01210 237 94.09 100 Bevvdl 73.84 100
protein
Green light sensing
putative opsin-1 MIOPS1
Mfcopl MFRU_001g04210 310 96.12 100 Bcpopl 87.5 100
protein, translocase
putative opsin-like MIOPS2
Mfcop2 MFRU_009g00610 340 89.12 100 Bcpop?2 81.47 100
protein, translocase
Red/far red ratio sensing
PHY1, histidine MIPHY1
Mfcphyl MFRU_022g00870 kinase-group VIII 1612 94.18 99.75 Bephyl 77.91 99
protein
PHY2, histidine MIPHY2
Mfcphy2 MFRU_023g00600 kinase-group VIII 1221 92.08 99.59 Bcphy?2 75.69 100
protein
PHY3, histidine MIPHY3
Mfcphy3 MFRU_005g01680 kinase-group VIII 1197 93.98 100 Bcphy3 76.11 97
protein
Implicated in photoresponse
velvet complex MIVEL1
Mfcvell MFRU_013g00210 609 94.39 100 Bcevell 72.76 96

subunit 1
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velvet complex MIVEL2
Mfcvel2 MFRU_014g01690 445 95.74 94.61 Bcvel2 86.92 94
subunit 2
Mfcvel3 MFRU_027g01050 velvet 3 497 MIVEL3 95.57 100 Bcvel3 79.84 100
Mfcveld MFRU_018g00640 velvet 4 395 MIVEL4 95.16 98.4 Bcvel4 87.11 95
Table 2. Gene ontology and functional annotation for putative photoreception re-
lated genes identified in the M. fructicola 38C predicted proteome.
Gene Protein ID GO ID GO Name Enzyme name
1
vvdl MFRU_006g01210 C:G0:0005634 C:nucleus putative vivid pas protein
P:photoreactive repair; P:obsolete protein-
P:G0:0000719; P:G0:0018298;
chromophore linkage; F:lyase activity; F:organic
cryl MFRU_030g01000 F:G0:0016829; F:GO:0097159; Lyases
cyclic compound binding; F:heterocyclic
F:G0:1901363
compound binding
P:DNA repair; P:obsolete protein-chromophore
P:G0:0006281; P:G0:0018298;
linkage; P:negative regulation of filamentous
cry2 MFRU_004902180 P:G0:0060258; P:G0O:0075308; Carbon-carbon lyases
growth; P:negative regulation of conidium
F:G0:0003913
formation; F:DNA photolyase activity
P:phosphorelay signal transduction system;
P:G0:0000160; P:G0O:0006355; P:regulation of DNA-templated transcription;
P:G0:0009584; P:G0:0016310; P:detection of visible light; P:phosphorylation; Transferring phosphorus-
phyl MFRU_022g00870 P:G0:0018298; P:G0:1902531; P:obsolete protein-chromophore linkage; containing groups; Histidine
F:G0:0000155; F:G0:0005524; P:regulation of intracellular signal transduction; kinase
F:G0:0009881; C:G0O:0005737 F:phosphorelay sensor kinase activity; F:ATP
binding; F:photoreceptor activity; C:cytoplasm
P:phosphorelay signal transduction system;
P:G0:0000160; P:G0O:0006355; P:regulation of DNA-templated transcription;
P:G0:0009584; P:G0:0016310; P:detection of visible light; P:phosphorylation; Transferring phosphorus-
phy2 MFRU_023g00600 P:G0:0018298; P:G0:1902531; P:obsolete protein-chromophore linkage; containing groups; Histidine
F:G0:0000155; F:G0O:0005524; P:regulation of intracellular signal transduction; kinase
F:G0:0009881; C:G0O:0005737 F:phosphorelay sensor kinase activity; F:ATP
binding; F:photoreceptor activity; C:cytoplasm
P:G0:0000160; P:G0O:0006355; P:phosphorelay signal transduction system;
P:G0:0009584; P:G0:0016310; P:regulation of DNA-templated transcription; Transferring phosphorus-
phy3 MFRU_005g01680 P:G0:0018298; P:G0:1902531; P:detection of visible light; P:phosphorylation; containing groups; Histidine

F:G0:0000155; F:GO:0005524;
F:G0:0009881; C:G0:0005737

P:obsolete protein-chromophore linkage;

kinase

P:regulation of intracellular signal transduction;
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F:phosphorelay sensor kinase activity; F:ATP

binding; F:photoreceptor activity; C:cytoplasm

P:G0:0007602; P:G0:0018298,;

P:phototransduction; P:obsolete protein-

chromophore linkage; P:ion transmembrane

opl MFRU_001g04210 P:G0:0034220; F:G0O:0005216; Translocases
transport; F:ion channel activity; F:photoreceptor
F:G0:0009881; C:G0:0016021
activity; C:integral component of membrane
P:phototransduction; P:obsolete protein-
P:G0:0007602; P:G0:0018298;
chromophore linkage; P:ion transmembrane
op2 MFRU_009g00610 P:G0:0034220; F:G0O:0005216; Translocases
transport; F:ion channel activity; F:photoreceptor
F:G0:0009881; C:G0:0016021
activity; C:integral component of membrane
P:regulation of DNA-templated transcription;
P:G0:0006355; F:G0:0008270;
well MFRU_072g00010 F:zinc ion binding; F:sequence-specific DNA putative white collar 1 protein
F:G0:0043565
binding
P:regulation of DNA-templated transcription;
P:G0:0006355; F:G0:0008270;
wecl2 MFRU_002g04340 F:zinc ion binding; F:sequence-specific DNA putative white collar-2 protein
F:G0:0043565; C:GO:0005634
binding; C:nucleus
P:sporulation resulting in formation of a cellular
P:G0:0030435; C:G0:0005634;
vell MFRU_013g00210 spore; C:nucleus; C:cytoplasm; C:integral Velvet 1
C:G0:0005737; C:G0:0016021
component of membrane
P:G0:0030435; C:G0:0005634; P:sporulation resulting in formation of a cellular putative developmental regulator
vel2 MFRU_014g01690
C:G0:0005737 spore; C:nucleus; C:cytoplasm protein
vel3 MFRU_027g01050 C:G0:0005634 C:nucleus putative velvet 3 protein
veld MFRU_018g00640 C:G0:0005634 C:nucleus putative vea protein

The predicted domain architecture of photoreceptors agreed with previous studies.

Three red/far red ratio light sensing photoreceptors known as phytochromes (Mfcphyl,
Mfephy2 and Mfcphy3) were found. These proteins contain a light sensing PAS-GAF-PHY
module, in addition to domains commonly found in hybrid histidine kinases (HKs). Rho-
dopsins are green light driven proton pumps integrated in the cell membrane and carry-
ing a covalently bound all-trans-retinal as the chromophore, finding two of this type of
photoreceptors in M. fructicola strain 38C, Mfcop1 and Mfcop2. For blue light sensing there
are many unrelated proteins, commonly referred as LOVs, with a LOV (Light, Voltage,
Oxygen) domain bounded to a flavin adenine dinucleotide (FAD/FMN). M. fructicola
strain 38C had three putative photoreceptors from two distinct LOVs groups, namely L1,
which are GATA-type zinc transcription factors; and L2, a group of proteins with a con-
served LOV domain, but lacking any effector domain. These putative photoreceptors were
Mfcwcll, Mfcwcl2 and Mfcvvdl, respectively. The last photoreceptor group found in the
predicted proteome of strain 38C were 2 cryptochromes, Mfccryl and Mfccry2. These pro-
teins were very similar to photolyases that have gained a signaling function. They sense
near-UV/blue light with methenyltetrahydrofolate (MTHF) as antenna pigment and FAD
as the photocatalytical chromophore, both covalently bound to PHR and FAD-binding
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domains. Another important component of the light sensing and signaling machinery is
the velvet protein family, which links development and secondary metabolism with light.
Mfcvell, Mfcvel2, Mfcvel3 and Mfcvel4 were found in 38C (Figure 3).Gene Ontology and
Functional Annotation analysis confirmed the putative photoresponse function of the
genes identified in the 38C predicted proteome (Table 2).

MFCCRY1

u 646 aa

684 aa

MFCWCL1 GATA

PAS 9 PAS 3mmPAS 9 P 1106 aa

GATA 'y

MFCWCL2

489 aa

PAS 3

MFCVVD1

s PAS 9 jum 237 aa

MFCOP1

Bac_ 310 aa
rhodopsin
MFCOP2
Bac_ 340 aa
rhodopsin
HistKA HATPase C
MFCPHY1 =

w GAF “ + 1612 aa
AR

MFCPHY2 HistKA
+ GAF ﬁ-, * 1221 aa
AR
MFCPHY3 HistKA

+ GAF ﬂ *1197%
WL

MFCVEL1

mmvelvet, velvet 609 aa

MFCVEL2

— velvet = 445 aa
MFCVEL3 200 aa
wivelvet velvel s—— 497 22
MFCVEL4
—e1Vely Velvet mm 305 aa
Figure 3. Domain architecture of putative Photoreceptors and velvet family genes in
Monilinia fructicola strain 38C. DNA_photolyase (PF00875), FAD_binding (PF03441),
PAS_9 (PF13426), PAS_3 (PF08447), GATA (PF00320), Bac_rhodopsin (PF01036), PAS_2,
(PF08446), GAF (PF01590), PHY (PF00360), HisKA (PF00512), HATPase_C (PF02518), Re-
sponse_reg (PF00072), Velvet (PF11754)

3.3 Transcriptional profiles in the light and darkness in M. fructicola.

Disease symptoms were not visible on fruit inoculated with 38C conidial suspension
after the incubation and irradiation period, neither on the control group in continuous
darkness. Comparative analysis was done among RN Aseq samples of infected fruit tissue
by 38C after 5 minutes and 14 h of daylight irradiation and continuous darkness. The ma-
jority of transcripts that M. fructicola 38C expressed during the infection process, 6,309 at
5 min of illumination and 4,800 after 14 h, did not show any significant differences in
expression levels regarding light conditions. There was another group of transcripts, 3,612
at 5 min of illumination and 4,927 after 14 h, which were not expressed by the fungus, or
had expression values under the cut off. However, there was a set of transcripts that
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changed their expression profile affected by light conditions, 165 at 5 min of illumination
and 359 after 14 h (Table 3).

Table 3. Summary of RN Aseq results

. N° upregulated N° downregulated NP transcripts N° no expression
RNAseq Analysis . ) . .
transcripts transcripts with no changes transcripts
5 minutes daylight against
. 126 39 6,309 3,612
continuous darkness
14h daylight against
188 171 4,800 4,927

continuous darkness

Among the 165 genes from 38C that showed modified expression after 5 min of 58w
“daylight” exposure, 126 of which were upregulated, while the remaining 39 were down-
regulated. At 14 h of illumination, the number of upregulated transcripts was 188, a 49.2%
increase, and the amount of also grew to 171 for the downregulated gene class, which
meant a 47.0% increase. Samples at 5 min and 14 h of illumination shared 34 upregulated
and 9 downregulated transcripts (Supplementary table 2). Raw reads corresponding to
this RN Aseq are available in PRINA1011491.

Using CLC Genome Workbench (Qiagen) we performed GO enrichment analysis
among the DEGs in our RNAseq results for biological process, cell wall component and
molecular function categories. In total, we found 165 different GO terms for the 5 minutes
comparison and 125 for the 14 hours comparison (figure 4). Most overrepresented GO
terms at 5 minutes and 14 hours post irradiation were peptide metabolic process (14 hpi)
and metabolic process (5 minutes pi) for the biological process category, cytoplasmic part
(14 hpi) and membrane part (5 minutes pi) for the cellular component category, and oxi-
doreductase activity (14 hpi) and catalytic activity (5 minutes pi) for the molecular func-
tion category. A summary of GO terms search in DEGs is shown in supplementary mate-
rial (Gene set test.xlsx).

We detected a shift in M. fructicola strain 38C transcriptional activity due to light ex-
posure, in the number of DEGs and which genes were transcribed. GO terms dealing with
carbohydrate metabolic process, polysaccharide catabolic process, extracellular region
and hydrolase activity on different substrates were also enriched among DEGs. This sug-
gests that light might have a regulatory function in the production of carbohydrate active
enzymes (CAZymes), some of which are related to the host cell wall degrading process
acting, thus, as pathogenicity factors for M. fructicola.
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Daylight vs Darkness 5 minutes
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Figure 4. Dis-
tribution of GO
terms by category
on the DEGs at 5
minutes and 14
hours post irradia-
tion

3.4 Photoregu-
lation of photore-
sponse genes in M.
fructicola.

Among DEGs
in RNAseq only one
of the putative pho-
toreceptor coding
genes was present
in 38C, vvd1. The re-
maining predicted

photoreceptors
genes were unaf-
fected by light (Ta-
ble 4), or showed
very low expres-

sion values (measured as transcript per millions, TPMs). Searching for upregulated tran-
script that could be related to photoresponse in 38C we found the gene
MFRU_021g00620.1, named from now on far1, who was significantly upregulated in light
over darkness in both time stamps (Table 4). Gene Ontology and functional annotation

did not assign any function nor GO terms for this gene.
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Table 4. Expression values measured in TPMs for putative photoreception related
genes in M. fructicola 38C.

5 minutes 14 hours
Gene
TPM daylight TPM darkness Log, FoldChange TPM daylight TPM darkness Log, FoldChange
T T T

MFCFAR1 657,9 34,1 4,3 534,4 38,2 3,6
MFCCRY1 90,5 40,2 1,2 48,4 22,8 0,9
MFCCRY2 197,5 109,6 0,9 32 26 -0,5
MFCWCL1 31,8 47,2 -0,5 24,4 21,7 0
MFCWCL2 64,4 41 0,7 35,6 11,9 14
MFCVVD1 346,4 27,2 3,7 105,93 351 14
MFCOP1 593,3 254,9 1,2 181,1 210,2 -0,4

MFCOP2 13,2 1,4 3,3 3,5 4,5 0,2
MFCPHY1 25,2 33,4 -0,4 11,1 15,6 1,2
MFCPHY?2 66,6 28,1 1,3 33,2 11,6 1,3
MFCPHY3 0,7 0,2 15 0 0,5 -3,3
MFCVEL1 99,9 1417 -0,5 46,5 57,2 -0,5
MFCVEL2 118,7 93,5 0,4 78,6 28,8 1,3
MFCVEL3 4 51 -0,4 1,2 0 3
MFCVEL4 20,3 23,6 -0,2 11,6 17 -0,7

3.5 farl, a small protein coding gene upregulated during light exposure.

Far1 is a short protein (82aa) with undefined function, lacking any known conserved
domains or associated GO Terms. Putative homologous genes to farl were found in re-
lated fungal genomes. The blastp tool in UniProt [24] returned 250 hits, of which 248 be-
longed to the Ascomycota phylum, all of them belonging to the Pezizomycotina subdivi-
sion, with hits in six of twelve classes within this clade. The most abundant classes were
Eurotiomycetes, with 91 hits including genus Aspergillus and Penicilium spp; Sordariomy-
cetes with 70 hits including genus like Colletotrichum, Fusarium, Verticilium, Neurospora,
Magnaporthe and Rosellinia spp; and Leotiomycetes with 58 hits including genus like Bo-
trytis, Monilinia and Sclerotinia spp. Thus, Farl is a widely distributed protein in the phy-
lum Ascomycota, present in some important species of phytopathogenic fungi and well-
studied model organisms (Figure S1).

When reconstructing the evolutionary relations using the amino acidic sequence of
the protein, we found that all Monilinia spp. sequences formed a clade together, with Scle-
rotinia spp. and Botrytis spp. as close relatives. The rest of clades in the tree are much more
uncertain, suggesting conserved functions in those orthologs belonging to the Leotiomy-
cetes class (Figure 5).
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Figure 5. Evolutionary analysis of farl orthologs by Maximum Likelihood method
The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method and JTT
matrix-based model [25] The tree with the highest log likelihood (-2766.09) is shown. The
percentage of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the
branches. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying
Neighbor-Join and BioN]J algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the
JTT model, and then selecting the topology with superior log likelihood value. The tree is
drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions per site. This
analysis involved 46 amino acid sequences. There was a total of 221 positions in the final
dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA X [22].

3.6 Differential expression analysis using RT-qPCR in M. fructicola.

Farl and only VIVID1 (vod1) among the putative photoreceptors and putative light
sensing protein coding genes were differentially expressed under light in our tran-
scriptomic analysis. We confirmed these transcriptional profiles using RT-qPCR. We used
the same infected plant tissue samples by 38C that were subject of RN Aseq analysis. Genes
vvd1 and farl showed statistically significant upregulation when exposed to 58w daylight
by RT-qPCR. vvd1 greatly increased its expression levels after a short light pulse of 5 min,
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decreasing with time but still being significantly different than continuous darkness, and
rising up again at the 14 h post irradiation time stamp. Expression levels of farl were up-
regulated upon light exposure, reaching its peek at 14 h post irradiance when 38C grew
over plant tissue (Figure 6).
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Figure 6. Changes in relative gene expression of two putative light-sensing protein
coding genes (vodl and far1) after daylight exposure and continuous darkness on different
time points of M. fructicola strain 38C when growing on fruit tissue. The scale is Logz 2 -
MCtof mean fold change values, including standard deviation, from three biological repli-
cates, with three technical replicates each one, after normalization against Oh post illumi-
nation using the 2 -*Ctmethod [23], with histone H3 as endogenous control gene.
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We also questioned whether the presence of fruit would modify the effect of light
exposure on the expression levels of photoreceptors. Only 5 out of 8 putative photorecep-
tors genes and the unknown function gene farl significantly increased their expression
levels over the time M. fructicola 38C was exposed to light when growing in PDB (Figure
7). Blue-light-sensing vvd1 was the most upregulated gene, increasing its expression levels
sixfold at 1h post-irradiation and maintaining these expression levels throughout the
whole experiment. Genes encoding near-UV/blue light sensing proteins cry1 and cry2 both
showed the same pattern, continuously increasing their expression levels, but never
reaching those of vvdl. phy2, encoding a red light photoreceptor, shares the same expres-
sion profile as cryl and cry2 but with a lesser fold change overall. In contrast, green light
photoreceptor op2 activates its expression at five minutes of light exposure and reach its
highest at 1 h post illumination, at 3.5fold, and then decreases its expression levels to not
be significantly different from continuous darkness. Not all these genes were modified in
a continuous darkness condition (Figure 7). The remaining photoreceptor coding genes
that were tested did not show any significant changes in gene expression under these con-
ditions (data not shown).
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Figure 7. Changes in relative gene expression of six putative light-sensing protein
coding genes after daylight exposure and continuous darkness on different time stamps
when M. fructicola strain 38C grew in PDB. The scale is Log2 2 -2t of mean fold change
values from two separate experiments, including standard deviation, from three biologi-
cal replicates, with three technical replicates each one, after normalization against Oh post
illumination using the 2 -**¢tmethod [23], with histone H3 as endogenous control gene.

4. Discussion

White light emitted by fluorescent bulbs used in this work has a significant effect on
growth and sporulation of M. fructicola and on some of its photoresponse genes in pre-
penetration stages. Light is an essential source of abiotic environmental information for
many fungi, regulating key elements of their behavior. Aspergillus nidulans is regulated in
a light dependent manner [26] with red light playing a dominant role, while B. cinerea
needs light-dark cycles for production of conidia [27]. Growth and conidiation of M. laxa
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on PDA were significantly affected by light and photoperiod [12]. However, M. fructicola
responds to light stimulus differently than M. laxa, especially because sporulation of M.
laxa was always favored with light and photoperiod [12;28], an effect not observed in M.
fructicola.

Light effect on fungal growth and sporulation might be specific to fungal genus, spe-
cies of the same genus, strains, or different light sources [26;29]. The same isolate of M.
fructicola 38C showed no difference in growth and sporulation under LEDs and darkness
[30], which could be explained by the different qualities of light emitted by LEDs vs fluo-
rescent tubes. Also, there are differences in light wave composition between different
models and brands of fluorescent light bulbs. For example, our light sources had less
quantity of light emitted in the 400-450 nm range than the 500-550 nm range, which could
affect the expression of genes controlled by photorreceptors excited light of either of those
wavelengths. This could explain why we were unable to find photoactivation of the white
collar complex (WCC), as this photoreceptor senses light with a wavelength of 450 nm.

Furthermore, growth and sporulation differences between the two M. fructicola
strains were observed in the present study. While strain 1C, less virulent than 38C, did
not show any statistically significant difference in conidia production between light and
continuous darkness, strain 38C was unable to produce conidia under the two photoper-
iods tested, but only produced conidia under continuous darkness. There are reported
cases in the literature of “blind” strains resulting in anomalous regulation of conidia pro-
duction in which the mutation resulting in such phenotype has been identified in a pho-
toreceptor or a light response related protein. Botrytis cinerea T4 is a wild isolate with a
mutation in the Velvet protein BcVELL. It produces a truncated protein resulting in a loss
of function. This strain is considered as “blind” and shows an “always conidia” phenotype,
producing conidia regardless of illumination conditions. This phenotype is also associated
with a reduction in virulence on several plant hosts [31]. This shows that vell might be
implicated in the regulation mechanisms for conidia production. The “always conidia”
phenotype is also found in A. nidulans carrying the veAl mutation [26]. veA is a homolo-
gous gene to vell from B. cinerea. A. nidulans VeAl mutant protein lacks the first 36 amino
acids at the N-terminus and is not able to migrate from cytoplasm to nucleus, failing to
respond to light, explaining the light independent conidiation phenotype displayed by
those strains carrying the veAl allele [32]. In B. cinerea there was identified a mutation in
the BcveA gene and loss-of-function mutants of photoreceptor coding gene bephy3, all
causing evident morphological defects and reduced virulence in a light independent way
[33]. However, even thoughM. fructicola is more virulent than M. laxa, no differences
were found between its photoreceptors that could explain the light effect on 38C conidia
production.

Differential transcriptional regulation mediated by light of photoreceptors and light
response related proteins could also explain the anomalous conidiation phenotype of
strain 38C. Some transcripts expressed by M. fructicola 38C during the fruit infection pro-
cess and measured by RNAseq showed significant differences between light and dark in-
fection conditions in the present study. Among photoreceptors, only vvd1 showed signif-
icant differences in its transcripts between light and dark infection conditions in infecting
plant tissue. However, these results could be affected by growth culture media and, as we
discussed before, light wave composition of light sources. Light had a significant effect on
M. fructicola strain 38C transcriptional profile, affecting genetic expression of key Photo-
receptors, namely vovdl, cryl, cry2, op2 and phy2 when M. fructicola was cultured in liquid
medium. All the above photoreceptors were also found to be light inducible in M. laxa
strain 8L [12]. They also found that light produces differential expression on vell and vel4,
which are involved in conidiation regulation, but we found no light effect on 38C for those
genes. However, M. fructicola 38C showed serious difficulties to sporulate on PDA after
incubation for 6 days under white light.

While we did not find any evidence of photo-regulation for wcl1 and wcl2 among the
DEGs in our RNAseq on infected nectarine tissue, our study shows that vvd1, a blue light
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photoreceptor with an antagonistic regulatory function of the WCC by physical interac-
tion [34], had an early, high and consistent photoinduction in every condition we tested.
Another photoreceptor that could be involved in explaining our results was cry2, which
had a role in negative regulation of conidia formation [13], and was found to be photoin-
ducible for M. fructicola strain 38C in PDB. Additional studies are required to determine
whether vvd1 or cry2 have a role in regulating conidiation in M. fructicola and if it could
explain 38C’s anomalous conidiation behavior. Wcll and wcl2 join together to form the
White Collar Complex (WCC), which is a primary regulator of light-responsive genes
[7;35;36]. These photoreceptors did not show any light regulation in M. laxa [12], and some
unpublished results suggesting the same for M. fructigena.

On the other hand, gene MFRU_021g00620.1 from now on named farl, was signifi-
cantly upregulated in light against darkness on our RN Aseq on infected plant tissue. And
RT-qPCR confirmed these results using total RNA from mycelial samples grown in liquid
culture. farl, which encodes for a small protein, and which may serve as a light response
signal, is present in some Monilinia species and other related fungi. Farl protein does not
have any known function and our GO annotation did not assign any GO terms, however,
a putative homologue of Farl in B. cinerea is already labeled as “conidiation protein” in
Uniprot data base. Far1 is highly induced by light, and might also play a role in explaining
the abnormal conidiation behavior of 38C.

Further investigation is required to unravel the function of farl and its role in photo-
reception. Genetic transformation is a powerful tool for functional characterization of
genes, however, M. fructicola strain 38C is recalcitrant to transformation, and due to the
lack of successful and consistent transformation protocols, we have not been able to per-
form gene knockout or overexpression experiments to confirm a possible direct function
of Farl in photoreception. Our laboratory has made some efforts in order to overcome this
situation but success in obtaining mutant strains is daunting [37]. Both vod1 and farl
showed early, high and consistent light upregulation in all the conditions tested in this
study and are present in all Monilinia species. Thus, we think they are perfect candidates
for light response signaling genes.
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ABSTRACT

Brown rot symptoms may be linked to alterations in the gene expression pattern of genes
associated with cell wall degradation. In this study, we identify key carbohydrate-active
enzymes (CAZymes) involved in cell wall degradation by Monilinia fructicola, including
pme2 and pme3 (pectin methylesterases), cutl (cutinase) and nep2 (necrosis-inducing
factor). The expression of these genes is significantly modulated by red and blue light
during early nectarine infection. The polygalacturonase gene pgl and the cellulase gene
cell also exhibit photoinduction albeit to a lesser extent. Red and blue light cause an
acceleration in the initial stages of brown rot development caused by M. fructicola on
nectarines. Disease symptoms like tissue maceration were evident after an incubation
period of 24 h followed by 14 h of light exposition, in contrast to the usual incubation
period of 48 to 72 hours. Furthermore, the culture media exerts an impact on gene
regulation, suggesting a complex interplay between light and nutrient signalling pathways
in M. fructicola. In addition, we observe that red light promotes colony growth ona 12 h
photoperiod and consistently reduces conidiation. In contrast, blue light hampers growth
rate on both the 12 h and the 8 h photoperiod but only diminishes conidiation on the 12 h
photoperiod. These findings enhance our comprehension of genes associated with cell

wall degradation and the environmental factors influencing brown rot development.

Keywords: brown rot, CAZymes, NEP-like, light wavelength, gene regulation,

sporulation

1. INTRODUCTION



Monilinia spp. is among the most economically damaging phytopathological problems
on stone fruit in the world, causing brown rot and blossom blight at pre- and post-harvest.
Monilinia laxa is found worldwide, being considered the main causal agent of the disease
in Europe (Rungjindamai et al., 2014). However, Monilinia fructicola, which is more
aggressive than M. laxa (Villarino et al., 2016), has been gaining importance in European

and particularly in Spanish orchards in the recent years (Villarino et al., 2013).

M. fructicola is a necrotrophic fungus. The main mode of nectarine colonization by M.
fructicola is through stomata and penetrate the plant cell wall by altering its composition
(Nakajima and Akutsu, 2014). Fungal growth at stomata progressively increases over
time and is associated with gradual collapse of the epidermal cells and the subepidermis
(Garcia-Benitez et al., 2016). Nectarine infection and colonization by M. fructicola in the
darkness is associated with degradation of cuticle and epidermis at 24 hours after
infection, gradual collapse of epidermal cells after 48 hours and subsequent expansion

through the sub-epidermis after 72 hours of infection (Garcia-Benitez et al., 2016).

M. fructicola produces degrading enzymes and phytotoxins for penetrating the fruit
surface and invading and colonising the fruit (Byrde and Willetts, 1977). Secretion of
Cell Wall-Degrading Enzymes (CWDEs), particularly Carbohydrate-Active enZymes
(CAZymes) who target glycoside linkages on plant cell wall polysaccharides, is one of
the virulence factors by which necrotrophic fungi invade host tissues (Cantu et al., 2008).
M. fructicola exhibits pectinolytic, proteolytic, cellulolytic, xylanolytic, cutinase
activities, and toxic molecules on culture media after 28 days in the dark at 25 °C (Garcia-
Benitez et al., 2019). M. fructicola is known to secrete several enzymes, which can
hydrolyse pectins, namely polygalacturonases (Chou et al., 2015), pectinesterases (R.
Hall, 1971; Wade and Cruickshank, 1992), and cutinase (Lee et al., 2010; Lee and
Bostock, 2006; Wang et al., 2000) in vitro. This enzymatic machinery works in a
synergistic manner to degrade fruit surface and cell walls (Reignault et al., 2008). A total
of 403 genes encoding CAZymes were identified in M. laxa. Among them, several have
been studied such as rhamnogalacturonan acetyl esterases (MIRGAEL),
polygalactouronases (MIPG1 and MIPG2), pectin methyl esterases (MIPMESs),
rhamnogalacturonan hydrolases (MIRG-HYDs), 3 members of the rhamnosidase family
(MlIoRHA2, MlaRHA3, and MIaRHAG®6), and pectin lyases (MIPNL3) in vitro (Baro-
Montel et al., 2019a; Rodriguez-Pires et al., 2020a). A core-exoproteome among M. laxa

isolates included several well-known virulence factors involved in host-tissue factors like



cutinase, polygalactouronases, pectin methyl esterases, pectinlyases, or necrosis-inducing
peptide 1 NEP-like (Rodriguez-Pires et al., 2020b). Furthermore, a non-ribosomal peptide
synthase (NRPS) together with other five co-regulated genes, forms a secondary
metabolism cluster potentially involved in the production of epipolythiodioxopiperazine
(ETP) toxin in M. laxa (Villarino et al., 2022)

Environmental conditions, such as temperature, humidity, pH and stages of maturity,
affect the infection process of M. fructicola on fruit (Garcia-Benitez et al., 2017; Lee and
Bostock, 2006). Recent studies reported the effect of full-spectrum light on nectarine
brown rot development. Light increased the incidence of the disease in M. fructicola at
the first 3 days of incubation compared to nectarines incubated in the dark (Balsells-
Llaurado et al., 2021). However, full-spectrum light had a negative effect on vegetative
growth and the asexual development of M. fructicola on potato dextrose agar (Astacio et
al., 2023). When nectarines are artificially infected with M. laxa or M. fructicola and
subjected to different light wavelengths (white, black, blue, red, far-red) for 7 days, the
virulence was only reduced under black light vs nectarines incubated in the dark (Verde-
Yafez et al., 2022). Although light has been identified as another important
environmental factor in the development of brown rot, very little is known about the
influence of light on the extensive repertoire of genes encoding proteins to facilitate the
host infection and colonization by M. fructicola in the early fruit infection stages. Only
light photoreceptor vwdl and farl genes are known as highly induced by full-spectrum
light by M. fructicola 38C after light pulses for 5 min and 14 h in early peach infection
(Astacio et al., 2023). At those time points, disease symptoms were not yet visible on any
inoculated fruit after the incubation and irradiation period, nor with the control group in

continuous darkness.

In an effort to unravel the molecular intricacies underlying the early stages of M.
fructicola infection, in this study we examine the transcriptional profile of a select group
of cell wall degrading enzymes (CWDES) used by the pathogen to penetrate the fruit
surface and establish colonisation within the internal tissues. Our primary objective is to
determine how changes in the expression levels of key fungal genes involved in the
process of plant cell wall degradation affect brown rot development, while assessing the
impact of different light wavelengths on disease progression. This comprehensive

investigation includes both fruit-based assays and various synthetic culture media,



providing a holistic perspective on the multiple interactions that govern the infection

process.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Monilinia fructicola strain 38C

38C is a Monilinia fructicola single-spore isolate, belonging to the culture collection of
the Plant Protection Department of INIA-CSIC (Madrid, Spain). Our laboratory had
previously used M. fructicola strain 38C as model organism to understand peach-M.
fructicola interaction (Rodriguez-Pires et al., 2019). Strain 38C genome is available under
the accession number GCA _016906325.1 at NCBI.

For long term storage, strain 38C was maintained as a conidial suspension in 20% glycerol
and frozen at -80°C. Potato Dextrose Agar (PDA Difco™, New Jersey, USA) cultures in
darkness at 4 °C were used for short-term storage. For conidia production, PDA cultures

grown at 25 °C for 7 days in complete darkness were used.

2.2 M. fructicola growth in different culture conditions under different light

wavelengths

Influence of red and blue fluorescent light, generated by using a set of 4 fluorescent bulbs
of F36W/T8/Red Sylvania and F36/T8/B Sylvania fluorescent bulbs, respectively, was
tested on the growth rate and conidia production for M. fructicola strain 38C. Influence
of red and blue fluorescent light on disease development and the expression profile of
genes involved in the nectarine cell wall degradation process in the very early stages of
Monilinia spp. fruit infection over nectarines was tested. Also, gene expression was
measured in mycelia grown in different synthetic culture media, namely potato dextrose
broth (PDB) and distilled water supplemented with 1% (by weight) lyophilized and

pulverized nectarine skin, named from now on 1% nectarine.

We used the same procedures and photoperiods as authors described in Astacio et al.,
(2023) for the growth, conidiation assays and In Vivo nectarine infection assays.
Sanitized, unwounded nectarines (var. Red Jim) were inoculated with three 15ul droplets
of a suspension containing 10° conidia/ml from M. fructicola 38C and placed on
disinfected cellulose alveoli inside plastic containers, each one containing three biological

replicates. Then, inoculated fruit was cultured for 24 h in the dark to allow for conidial



germination. The above mentioned red and blue light tubes were used for the differential

light conditions.

For the synthetic media cultures, flasks containing PDB or 1% nectarine were inoculated
with conidia from M. fructicola 38C, to a final concentration of 10° conidia mI* and
incubated in darkness at 22 °C for 24h in rotatory culture at 150 rpm, to allow for conidial
germination. Lights were then turn on and samples were taken at 5 minutes, 1, 2.5, 5 and
14h of uninterrupted illumination. Then, mycelium was collected by centrifuging the
flask contents at 12000 rpm for 15 minutes at 4 °C. Supernatant was discarded and pellet
promptly frozen in liquid nitrogen. Control group was set in total darkness and three
biological replicates were used.

2.3 Total RNA extraction

Total RNA of M. fructicola was extracted from infected fruit tissues or recovered pellets
from previously described experiments according to the rapid CTAB-based protocol
described by Gambino et al., (2008), adapted to Monilinia spp. as described in Rodriguez-
Pires et al., (2021a). A TRIreagent based method was used (Sigma—Aldrich, St Louis,
MO, USA) as described in Espeso et al., (2019) to extract total RNA from strain 38C
mycelium recovered from PDB.

In both cases, Total RNA was resuspended in RNase free Mili-Q water and frozen
immediately using liquid nitrogen and kept at -80 °C. RNA integrity was checked by 1.2%
agarose gel electrophoresis, and purity and concentration were measured using a

NanoDrop 2000 spectrophotometer.
2.4 Gene expression analysis

Gene expression was measured using standardized RT-gPCR protocols. DNase 1
(Invitrogen, Carlsbad, USA) following manufacturer’s instructions was used to treat total
RNA samples prior to cDNA synthesis. 1ug of DNase- treated RNA was used as
teamplate and SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR and oligo(dT)
primer (Invitrogen, Carlsbad, USA) were used for cDNA synthesis. Real-time PCR was
performed with a 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, USA)
using GoTag gPCR Master Mix (Promega, Madison, USA). We used the cycling program
described in Astacio et al., (2023). Primers for histone H3 gene (MI_histoneH3)
(BK012065) were wused from (Rodriguez-Pires et al., 2020a), primers for



poligalacturonase 1 and 6 (pgl and pg6), pectil metilesterase 3 and 2 (pme3 and pme2)
pectate lyase 1 and 2 (pnl1 and pnl2), cutinase 1 (cutl), cellulase 1 (cell) and necrosis-
inducing factor 2 (nep2) were designed using Vector NTI (Thermo Fisher, Waltham,
USA) and MEGA X (Kumar et al., 2018) (Table 1) Primers for photoreception related
genes vvdl and farl were also used from (Astacio et al.,, 2023) as control of

photoactivation.
2.5 Statistical analysis

Data from growth rate and conidiation experiments was analysed by a multiway and
single way analysis of variance. When F-test was significant at p < 0.05, the means were

compared using Tukey’s multiple range test.

Gene expression levels were calculated using the 224t method (Schmittgen and Livak,
2008) using the 5min samples for each light wavelength as controls, measuring how gene
expression evolves with irradiation over time. In this way we can compare whether a

given gene increases or decreases its expression levels in response to light with respect to

how it is expressed when the fungus is in continuous darkness conditions.

Table 1. Primers used in this study.

Gen Primer Sequence (5°-3") Tm (°C) %GC Amplicon
name lenght (bp)
MfclpllF  CACAACAACGTCTCCGATGGTAT 554 47.8

poit MfclpllIR  GCCTTGACCTTGCTGCTTCC 56.2 60 22!

onl2 Mfcpnl2F TCCTCCACGCTGTCAACAACT 54.5 52.4 -~
Mfcpnl2R  AAGAACCGAAACCGTTGACTTG 54.9 455
MfcPECIF GGTGCCCAATCTGTCTACCTTG  55.0 545

pme3 MfcPECIR CTACCCAAGAGTTCACCGATGG 55.1 545 22
MfcPEC2F GCCATCACCGCCTCTGGT 55.5 66.7

pmez MfcPEC2R GTCGGTGTTTGCGGTAGAGGT 55.5 57.1 222
MfcPG6F  GCGTAGCCATTACAAGCGGA 55.3 55.0

g MfcPG6R CGGTGGTGTTGAAGTTGGTCTT 554 50.0 180
MfcCEL1IF GTGGTGCTGGACCAATCTCAA 54.7 524

celt MfcCEL1IR CTTGGATTGTTGTGAGGATTTGG 55.0 43.5 222

ogl MfcPG1IF CCAAGTACGGTGTTGTCATCCA 54,7 50 »33

MfcPG1IR TTGACACCAGATGGGAGACCA 55 52,4




1 MfccutlF  GGCCAAACAACTTCCAGCC 54,4 57,9 289
cut
MfccutlR ~ AACTTGCTTGACGAAAGCGG 54,6 50

3. RESULTS
3.1 Red and blue light modify mycelial growth and conidia formation on PDA

M. fructicola 38C was tested for growth rate and sporulation under different photoperiods of red
and blue fluorescent light, using continuous darkness as a control group. M. fructicola strain 38C
growth rate and sporulation were significantly influenced by red and blue fluorescent light when

compared to continuous darkness in our study conditions (figure 1).

Figure 1. Colonial growth of M. fructicola strain 38C after seven days of culture in (a) continuous darkness,
(b) 12 h red light/ 12 h darkness photoperiod and (c) 12 h blue light/ 12 h darkness photoperiod.

A significant difference in the growth rate of 38C when exposed to red and blue light was
found. Red light always produced a severe reduction in conidia formation (figure 2A and
C) while only promoting 38C growth rate on the photoperiod with 12 h of light exposure
(figure 2B). Blue light had a totally different effect on growth rate and sporulation,
reducing conidia production on the photoperiod with more hours of light exposure (figure
2A), but always inducing a reduction in growth rate (figure 2B and D).
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Figure 2. Effect of two different red and blue light photoperiods on mycelial growth rate and sporulation
on M. fructicola strain 38C after seven days of incubation. (A) conidia production of 38C under red and
blue light in a 12 h light/12 h darkness photoperiod; (B) growth rate of 38C under red and blue light ina 12
h light/12 h darkness photoperiod; (C) conidia production of 38C under red and blue light in an 8 h light/16
h darkness photoperiod; (D) growth rate of 38C under red and blue light in an 8 h light/16 h darkness
photoperiod. Data is represented as the mean and standard error from two experiments. Bars with same

letter in each graph were not significantly different by Tukey’s multiple range test.

The 12 h light/12 h darkness photoperiod had greater effects on sporulation than the 8 h
light/16 h darkness one. Red light produced a significant reduction in conidia formation
by 38C in the 8 h light/16 h darkness photoperiod while the blue light caused no
significant effects. In contrast, both blue and red light caused severe loss of conidia
formation on the 12 h light/12 h darkness photoperiod, with red light completely
inhibiting sporulation (figure 2 C and D).

3.2 Disease development on nectarines under red and blue light

To analyse the influence of red and blue light over the early stages of disease development
and infection process, inoculated nectarines were incubated under red and blue
fluorescent light and a control group was kept in total darkness. As expected, no

symptoms of disease were observed on the control group, which typically has an



incubation period of two to three days before symptoms of early infection appear. We
found that compared to continuous darkness, both red and blue light accelerated the
appearance of brown rot disease symptoms on nectarines (figure 3 a, b and c). After 14
hours post-illumination, tissue maceration was visible in 50% and 66.67% of inoculation
spots under both blue and red light, respectively (figure 3d). Tissue maceration or any
other disease symptoms were not detected on blue or red light prior to 14 h post-

illumination.

Incidence at 14 hpi A

b

%
(=)}
o

Darkness

Figure 3. (A) Incidence of brown rot at 14 h post-illumination for each light. Data is represented as the
mean and standard error from two experiments with three biological replicates each. Effect of (B) red light,
(C) blue light and (D) darkness on early stages of disease development by M. fructicola strain 38C.
Incubation period was 38 h, with 24 h at 22 °C at darkness and 14 h of uninterrupted illumination in (B)
and (C).

3.3 Red and blue light impact regulation of genes involved in the cell wall degrading

process on fruit and synthetic medium

As described before, red and blue light have an impact on development speed of the
disease on early stages of fruit infection and colonization. These results point out to light-
induced differences in the regulation pattern of genes involved in the cell wall degrading
process. To test this hypothesis, gene expression was measured by RTqPCR on samples

obtained from 38C grown on differential light and culture conditions.

To study the effect of exposure to red or blue light, M. fructicola strain 38C was grown

in different media. Conidia were inoculated on nectarine surface, PDB and in 1%



nectarine (a water solution of 1% of crushed nectarine skin). Exposed to red or blue light,
samples were taken at 5 min, 1, 2.5, 5 and, 14 h post-illumination. As a control, samples

incubated in continuous darkness were collected at the same times.

As an initial test we determined if transcriptional control dependent on blue and red light
exists in M. fructicola 38C (our system). For this purpose, vvdl and farl, two white light
photoactivation-related genes were newly studied (Astacio et al., 2023). Figure 3 shows
that both genes displayed significant upregulation by blue light in PDB when compared
to the control group. farl was also induced by blue light in 1% nectarine and on the
contrary, substantially repressed by red and blue light at 14 h post-illumination over
nectarine surface. These results suggested that 38C was able to respond to light
stimulation in all culture media, and that these play an important role in the regulation of

fungal gene expression. (figure 3).
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Figure 3. Changes on relative gene expression of photoreception related genes vvd1 on (a) fruit, (b) PDB
and (c) 1% nectarine and farl on (d) fruit, () PDB and (f) 1% nectarine broth. The scale is Log; 2 22t of
mean fold change values, including standard error, from three separate experiments using the 2 4 method

(Schmittgen and Livak, 2008), with histone H3 as endogenous control gene.

Once determined that 38C responses to light stimulus in all the tested culture media, we
extended our study to measure the effects of red and blue lights on the expression levels
of our selected group of CWDEs in 38C. We found that both lights significantly modified

the expression levels of the eight genes studied against darkness conditions (Figures 5 to



7). In addition, culture medium also had a great impact on the expression of these genes,
where almost no differential expression of the selected genes was found when 38C grew
on PDB, except cutl, which showed photoinduction under blue light after 2.5 and 5 h.
Furthermore, the red and blue lights induced the transcription of different genes
depending on whether the isolate was growing on fruit or on synthetic media with 1%

lyophilized and pulverized nectarine skin.

Most notably, red and blue light induced expression of carbohydrate esterase genes pme3
on fruit, and 1% nectarine at 14 h post-illumination (figure 4a and c), while pme2 was
mainly photoinduced on fruit (figure 4d). In addition to this, cutl, the main cutinase of
M. fructicola (Lee et al., 2010), was, unexpectedly, heavily repressed by both lights on
fruitand 1% nectarine but was being photoinduced by blue light on PDB and 1% nectarine

(figure 4g, hand i).
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Figure 4. Changes on relative gene expression of genes pme3 on (a) fruit, (b) PDB and (c) 1% nectarine;
pme2 on (d) fruit, (¢) PDB and (f) 1% nectarine; and cutlon (g) fruit, () PDB and (i) 1% nectarine. The



scale is Log, 2 4t of mean fold change values, including standard error, from three separate experiments

using the 2 24t method (Schmittgen and Livak, 2008), with histone H3 as endogenous control gene.

Expression levels of polygalacturonase pgl and cellulase cell genes showed a low
photoinduction by red lights on fruit, barely reaching statistical significance (figure 5 a
and d). We also found a significant difference in the expression of pgl at 5 h under blue
light compared to the control group in 1% nectarine (figure 5c). Likewise, red light caused
significant differences in expression when compared to continuous darkness at 14 hpi
(figure 5c). Furthermore, expression of cell showed significantly photoactivation by blue
lightat 1 and 14 hpi in 1% nectarine, and just by red light at 5 min post irradiance (figure
5f).

Fruit a PDB b 1% nectarine €
6
: |
‘E'Q i\, é o . li. :i:: iz -z =am iz _EE -k III II Ili
20 e . !
T4
6
d . .
6
o I
i 6 - i iT - 7T - —— mm_ = & _I-r —~ill _i =i :i
g =
4
6

1h 2.5h 5h 14h 5min  1h  2.5h 5h 14h  S5min  1h  2.5h  5h 14h

m Darkness M Red mBlue

Figure 5. Changes on relative gene expression of genes pgl on (a) fruit, (b) PDB and (c) 1% nectarine;
cell on (d) fruit, (¢) PDB and (f) 1% nectarine. The scale is Log, 2 22 of mean fold change values,
including standard error, from three separate experiments using the 2 -2t method (Schmittgen and Livak,

2008), with histone H3 as endogenous control gene.

The expression levels of the PLs pnl1 and pnl2 were also photoinduced, although with
differences depending on the culture medium (figure 6). These PLs were the CAZymes
of choice by 38C when growing in 1% nectarine and were heavily photoinduced by red
and blue light (figure 6¢ and f). The light photoinduction of PL on fruit was different, and
only pnll under red light and pnl2 under blue light at 5 h post-illumination showed



statistically significant upregulation, while blue light induced a strong repression of pnll
(figure 6a and d).

These results pointed out that different conditions on culture media might determine

which CAZyme is used in a joint fashion with light in a complex regulatory network.
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Figure 6. Changes on relative gene expression of genes pnll on (a) fruit, (b) PDB and (c) 1% nectarine; and
pnl2 on (d) fruit, (e) PDB and (f) 1% nectarine. The scale is Log, 2 4t of mean fold change values,
including standard deviation, from three separate experiments using the 224¢t method (Schmittgen and

Livak, 2008), with histone H3 as endogenous control gene.

3.4 Red and blue light induce the expression of nepl-like protein NEP2 during early

stages of infection

The Nepl-like protein coding gene nep2 was strongly photoinduced by red light from
very early exposure times when 38C strain grew over the fruit surface. Log, 2 2t values
ranged between 4.8 and 5.5 at 2.5, 5 and 14 h post-illumination (figure 7a). Blue light
also induced nep2 gene expression, although the photoinduction by blue light was slightly
behind in time and intensity, only starting at 5 h post-illumination and reaching a maximal
Log, 2 #4% value of 4.6 at 14 h post-illumination (figure 7a). Expression levels of nep2
also raised in the control group, which was kept in total darkness. At 14 h post-
illumination we found statistically significant increase (figure 7a). This result was

expected because artificial infections of nectarines with M. fructicola usually take two to

14h



three days to show symptoms of disease, and one role of Nepl-like proteins is to induce
necrosis in host tissues. We found that red and blue lights caused no statistically
significant differences in nep2 gene expression when compared to the control group in
PDB or 1% nectarine. (figure 7b and c), meaning that media culture plays a major role in

the gene regulation of this NEP1-like protein.
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Figure 7. Changes on relative gene expression of gene nep2 on (a) fruit, (b) PDB and (c) 1% nectarine. The
scale is Logy 2 4% of mean fold change values, including standard deviation, from three separate
experiments using the 244 method (Schmittgen and Livak, 2008), with histone H3 as endogenous control

gene.

4. DISCUSION

Red and blue light seem to increase incidence and accelerate the process of infection in
early stages of Monilinia fructicola 38C pathogenesis on fruit. These lights also caused
an increase of brown rot incidence for M. laxa and M. fructicola (Verde-Yarfiez et al.,
2022), and only red light in nectarines inoculated with three different M. laxa isolates
(Rodriguez-Pires et al., 2021), both in very late infection time after 7 days of incubation.
In this article we described a set of CWDEs that alter their gene expression values in
response to red and blue light when compared to the darkness control group during
nectarine colonization. Genes such as pme3, pme2, pnll, pnl2 and, nep2, and to a lesser
extent pgl and cell, may play a role in enhancing the ability of the fungus to penetrate
the nectarine skin and accelerate the early infection process, and they appear to do so in
a light-dependent manner. Bar6-Montel and collaborators demonstrated that the pectin
methylesterase gene pme2 is a virulence factor of M. laxa. They also showed that the
presence of pectine in the medium is important for the expression of pme2 and that
MIPME2 and MIPME3 are key to the degradation of the host cell wall in vivo (Baro-



Montel et al., 2019).The homologous gene in B. cinerea, BcCPMEZ2, was also among the
most expressed genes when infecting various host tissues, while BcPG1 was the most
expressed CAZyme (Blanco-Ulate et al., 2014). MIPG1 and MIPNL2 were also activated
by the presence of pectin in the culture media (Rodriguez-Pires et al., 2020b). These two
genes were then also tested for photoinduction, and significant up-regulation of MIPNL2
was found as an early response for high-intensity full spectrum light irradiation after
inoculation in early and late varieties of cherry cultivars (Rodriguez-Pires et al., 2021).
We also found that the cellulase gene cell was being expressed and influenced by red
light. Very little is known about the regulation process of this family of genes in Monilinia
spp, but during the infection process of B. cinerea, it was reported that fifteen cellulose
genes were expressed (Blanco-Ulate et al., 2014). This is a small representation of all the
CWDEs encoded in the genome of Monilinia spp. Further analysis is required to better
understand how light influences the development of brown rot and the specific role of

these genes and enzymes in it.

Another key regulator of CAZymes gene expression is CREL, the major transcription
factor of carbon catabolite repression, who serves to avoid biosynthesis of enzymes for
assimilation of alternative carbon sources in the presence of easily metabolizable carbon
sources such as glucose or acetate (Louise Glass et al., 2013). In Trichoderma spp. there
is a connection between light response machinery and nutrient signalling pathways,
including CAZymes regulation (Schmoll, 2018). ENV1, homologous of BcVVD1, is
involved on regulation of cellulose and several glycoside hydrolases gene expression via
the heterotrimeric G-protein pathway (Tisch et al., 2011) and cAMP pathway (Schmoll,
2018). Similar discoveries were also made in the model organism N. crassa, where CRE1
was shown to be a target of VVD1 photoadaptation (Schmoll et al., 2012). In Astacio et
al., (2023), vvd1 is shown to have an early, strong and consistent light upregulation in M.
fructicola and, in this study, we found that vvd1 and farl are both susceptible to blue light
stimulus. Further research is needed to establish the relation between this photoreception

related genes and light response of CAZymes in M. fructicola.

The NEP1-like protein coding gene nep2 was also shown to be highly responsive to red
and blue light during the early stages of brown rot development by 38C. NEP1-like
proteins are a complex family of secreted effectors of phytopathogens that act as toxin-
like virulence factors, inducing necrosis and triggering plant immune responses first

identified in Fusarium oxysporum (Bailey, 1995; Pirc et al., 2023). Ssnep2, the



homologous gene in S. sclerotium, is necessary for pathogenicity, as shown in Yang et
al., (2022). Deletion of Ssnep2 significantly reduced pathogenicity and the complemented
strain recovered wild-type phenotype. NEP1-like proteins act as virulence factors in other
pathosystems as well, as demonstrated by Santhanam et al., (2013) for Verticillium
dahliae and tomato/Arabidopsis plants. Secretion of NEP1-like proteins is a target for
development of novel phytopharmaceutical compounds, as they are secreted by many
plant pathogens including bacteria, fungi and oomycetes (Pirc et al., 2021). Oomycetes
carry in their genome multiple genes encoding for different NEP1-like proteins, upwards
of 50, like in Phytophthora ramorum (Bae et al., 2005), but it is common that only a few
are expressed during infection. This has been observed in Moniliophthora perniciosa
during withes” broom disease in cocoa (Zaparoli et al., 2011) and Phytophthora sojae
causing stem and root rot in soybean (Gijzen and Nurnberger, 2006). In both of this
pathosystems, nep2 is the preferred NEP1-like protein coding gene to express during
infection. Very little is known about the regulatory mechanisms controlling the
expression of genes encoding NEP1-like proteins. Here, we show that expression of M.
fructicola 38C nep2 is induced by red and blue light on the fruit surface, but not in PDB
nor 1% nectarine. This could also help to explain the increased incidence of brown rot in

those light conditions.

An additional interesting finding in this study is the fact that culture media played a major
role in deciding what genes are active during the early stages of infection by M. fructicola
38C. De Cal et al., (2013) described how M. fructicola can acidify the host’s tissues by
secreting gluconic acid and up-regulate the expression of PGs. PMEs have also been
shown to be pH sensitive (Pelloux et al., 2007). In M. laxa, pH plays a role in regulating
the gene expression of PMEs and their performance (Baro-Montel et al., 2019). This
behaviour may be regulated by zinc finger transcription factor PacC, which is involved
in regulation of pH-controlled genes in filamentous fungi (Pefialva et al., 2008), up-
regulating alkaline expressed genes and downregulating acid-expressed ones (Alkan et
al., 2013). Here we find that PMEs are also inducible by red or blue light while behaving
differently depending on the culture media. Synthetic culture media like PDB and 1%
nectarine may not be susceptible to the same mechanism that acidify the environment
when M. fructicola is invading nectarine tissue, so a mechanism that coordinates pH and
light regulation might come into play. External factors that are difficult to control, such

as the seasonality of agricultural production, level of fruit maturity, or the obligate



pathogen status of many necrotrophic fungi such as Monilinia spp. need to be take
account. The possibility that a synthetic culture medium, generated from lyophilized and
pulverised nectarine peel, could supplement the need for fruit at optimum maturity.
However, it has been demonstrated that the conditions that occur on the surface of the

fruit during the infection process are not reproducible in this way.

Light is an environmental source of information that constantly and periodically changes
in intensity and quality due to earth’s rotation and refraction of light as it passes through
the atmosphere. It is therefore an evolutionary advantage for fungi to be able to detect
these changes and develop a response (Mooney and Yager, 1990; Schumacher et al.,
2012). Light of different wavelengths has different effects on filamentous fungi, ranging
from, but not limited to, activating conidiation and repressing sexual development
(Bayram et al., 2010; Dasgupta et al., 2016; Schumacher, 2017); inducing differentiation
from primordium into fruiting body, (Huang et al., 2020; Xie et al., 2018), regulation of
secondary metabolism (Bayram et al., 2016; ldnurm and Crosson, 2009), production of
mycotoxins (Kim et al., 2013; Schmidt-Heydt et al., 2011) and pathogenicity (Cerdn-
Bustamante et al., 2023; Pérez-Lara et al., 2023; Rodriguez-Pires et al., 2021b).

Red and blue light influenced developmental processes, such as growth and sporulation,
in M. fructicola 38C. Red light induced colony growth rate in a 12 h photoperiod in a
similar fashion as described in (Rasiukeviciaité et al., 2021) for B. cinerea. Red light also
reduced conidiation in both photoperiods in 38C, while it caused an increase on
sporulation in M. laxa 8L (Rodriguez-Pires et al., 2021) and A. alternata (Igbalajobi et
al., 2019). Red and far-red wavelengths play a role in conidia production in M. fructicola,
by elevating the expression of REG1 and C6TF1 genes (Verde-Yéfiez et al., 2022). Blue
light was detrimental to the growth rate of 38C in both photoperiods tested, and greatly
reduced conidia formation in the 12 h light photoperiod. This is consistent with the
literature, as blue light is recognized for its negative effects on in vitro fungal
development (De Luccaetal., 2012; Trzaska et al., 2017). For example, blue light inhibits
B. cinerea growth in a 12h photoperiod (Xu et al., 2017) and suppresses conidiation in B.

vt —

Overall, our results indicate that red and blue light accelerate the onset of disease
symptoms compared to darkness, and that a select group of CWDEs coding genes,
including CAZymes and nep2, are overexpressed during early nectarine infection in

response to red and blue light, enhancing the ability of the fungus to penetrate and



colonize the nectarine. These results suggest that light plays an active role in regulating
disease development and that CAZymes and NEP1-like proteins could be considered as

virulence factors for Monilinia fructicola.
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